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RESUMO 
 
As doenças falciformes (DF) são o principal grupo de hemoglobinopatias encontradas no 
Brasil, resultantes da mutação HBB Glu6Val em homozigose ou heterozigose composta com 
outras mutações no gene da globina beta. A DF é caracterizada por graus variáveis de 
hemólise crônica, vaso-oclusão e lesões de órgãos-alvo. Devido à hemólise, a hemoglobina 
liberada na circulação se oxida e gera heme livre, desencadeando inflamação e estresse 
oxidativo. Várias proteínas são capazes de neutralizar o heme, tais como hemopexina, 
albumina, α1-microglobulina e lipoproteínas. As lipoproteínas possuem grande afinidade por 
heme e podem defender o corpo humano contra o heme livre, porém também podem ser 
oxidadas, causando danos teciduais. A hipolipoproteinemia é frequentemente associada às 
doenças hemolíticas, e não está claro se o mecanismo envolve a biologia do heme. Outros 
mediadores da produção das lipoproteínas são as proteínas semelhantes à angiopoietina 
(ANGPTLs). ANGPTL3 e ANGPTL4 são inibidoras da lipase lipoproteica que hidrolisa as 
lipoproteínas e modulam a biodisponibilidade de lipoproteínas, mas os níveis de ANGPTL na 
DF são desconhecidos. Neste estudo, investigamos alterações na produção das lipoproteínas, 
sua interação com a hemólise e heme nas DF. Foram estudados três grupos de indivíduos: 
controles, pacientes com hemoglobinopatia SC, uma forma leve da DF, e com anemia 
falciforme (AF), a apresentação clínica mais grave. Além disso, utilizamos modelos de células 
endoteliais humanas (HUVECs), camundongos transgênicos para AF (modelos Townes e 
Berkeley) e um protocolo de hemólise induzida por fenilidrazina (PHZ) em camundongos 
hipercolesterolêmicos (LDLr-/-) e normolipidêmicos (C57BL/6). Níveis anormalmente baixos de 
lipoproteínas em pacientes com DF se correlacionam com marcadores de hemólise, 
particularmente com hemopexina, principal captadora do heme. Além disso, em partículas de 
lipoproteínas humanas isoladas, o heme está mais associado à lipoproteína de baixa 
densidade (LDL), enquanto a concentração de hemopexina é maior na lipoproteína de alta 
densidade (HDL), sendo que pacientes com AF têm depleção de hemopexina ligada à HDL. 
Demonstrou-se um aumento paradoxal de ANGPTLs 3 e 4 em associação com 
hipocolesterolemia em pacientes com AF, sugerindo uma possível resposta compensatória 
hepática secundária a hemólise. Camundongos C57BL/6 tratados com PHZ mostraram que a 
hemólise intravascular aguda não foi capaz de induzir hipocolesterolemia. Células endoteliais 
tratadas com LDL e hemina apresentaram efeitos ambíguos da LDL na resposta endotelial 
induzida pelo heme, com redução na produção de IL-6, mas elevação de IL-8. Por um lado, 
camundongos C57BL/6 e modelos transgênicos para AF não apresentam hipocolesterolemia 
e o tratamento com dieta rica em gordura não aumenta níveis de colesterol, sugerindo 
diferenças significativas entre o metabolismo lipídico murino e humano. Por outro lado, 
camundongos LDLr-/- com maior nível de LDL apresentaram menos anemia e menores níveis 
de heme circulante após indução de hemólise aguda por PHZ do que camundongos 
normocolesterolêmicos C57BL/6, embora tenha havido aumento da oxidação das 
lipoproteínas e resposta inflamatória. Nossos dados contribuem para melhor compreensão da 
biologia das lipoproteínas nas DF, que pode ser aplicável a outras doenças hemolíticas, 
apoiando novas investigações sobre os mecanismos envolvidos na patogênese da 
hipocolesterolemia em pacientes com hemólise crônica. 
 
Doenças Falciformes. Hemólise. Heme. Lipoproteína. HDL. LDL. Hemopexina. 
Inflamação. Oxidação.  
 
 
 
ABSTRACT 
 
Sickle cell disease (SCD) is the major group of hemoglobin disorders found in Brazil, resulting 
from the HBB Glu6Val mutation in homozygosis or compound heterozygosis with other 
mutations in the beta globin gene. SCD is characterized by variable degrees of chronic 
hemolysis, vaso-occlusion, and end-organ damage. Due to hemolysis, hemoglobin released 
in circulation gets oxidized and generates free heme, which triggers inflammation and oxidative 
stress. However, several proteins are proposed to neutralize heme, such as hemopexin, 
albumin, α1-microglobulin, and lipoproteins. Lipoproteins have a very high affinity for heme 
and can potentially defend the human body against free heme, but heme can also oxidize 
lipoproteins, which can cause tissue damage. Hypolipoproteinemia is often associated with 
hemolytic diseases, and it is unclear whether the mechanism for this involves heme biology. 
Other mediators of lipoprotein production are angiopoietin-like proteins (ANGPTLs), since 
ANGPTL3 and ANGPTL4 are inhibitors of lipoprotein lipase that hydrolyzes lipoproteins, but 
ANGPTL levels in SCD are largely unknown. In our study, we investigated the production of 
lipoproteins and their interaction with hemolysis and heme in SCD. We studied three groups 
of individuals: controls, patients with hemoglobin SC disease, a mild form of SCD, and patients 
with sickle cell anemia (SCA), the most severe type of SCD. In addition, we used endothelial 
cell models (HUVECs), sickle cell animal models (Townes and Berkeley) and models of acute 
hemolysis induced by phenylhydrazine (PHZ) in hypercholesterolemic (LDLr-/-) and 
normolipidemic (C57BL/6) mice. We found that abnormally low levels of lipoproteins in patients 
with SCD correlate with markers of hemolysis, particularly with hemopexin, the main specific 
heme scavenger. In isolated human lipoprotein particles, hemopexin concentration is higher in 
high-density lipoprotein (HDL), while heme is more associated with low density lipoprotein 
(LDL), and patients with SCA have depletion of hemopexin bound to HDL. Patients with SCA 
have high concentrations of ANGPTLs 3 and 4, which is paradoxical in patients with 
hypocholesterolemia and may suggest a compensatory mechanism driven by the effect of 
hemolysis in the liver. In addition, C57BL/6 mice treated with PHZ showed that acute 
intravascular hemolysis was not able to induce hypocholesterolemia.  Endothelial cell cultures 
treated with LDL and hemin present reduced IL-6 production, but elevated IL-8 induction, 
suggesting ambiguous lipoprotein effects on the heme-induced endothelial response. On one 
hand, C57BL/6 mice and transgenic models for SCA display no hypocholesterolemia and 
treatment with a fat-rich diet does not increase cholesterol levels, suggesting significant 
differences between murine and human lipid metabolism.  On the other hand, LDLr-/- mice with 
higher LDL had less anemia and lower levels of circulating heme after induction of acute 
hemolysis by PHZ than normocholesterolemic mice (C57BL/6), although lipoprotein oxidation 
and inflammatory response were increased. Our data contribute to a better understanding of 
lipoprotein biology in SCD, which may be applicable to other hemolytic diseases, and support 
further investigations into the mechanisms involved in the pathogenesis of 
hypocholesterolemia in patients with chronic hemolysis. 
 
Sickle cell disease. Hemolysis. Heme. Lipoprotein. HDL. LDL. Hemopexin. 
Inflammation. Oxidation.  
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1. Introdução 
A eritropoiese é o processo biológico através do qual ocorre a produção das hemácias 
pela medula óssea. Uma das etapas mais importantes é a hemoglobinização, em que os 
precursores eritroides acumulam hemoglobina (Hb), que é a proteína responsável pelo 
transporte de gases como oxigênio e dióxido de carbono (1). 
A Hb é composta de quatro cadeias globínicas e quatro grupamentos heme contendo 
um átomo de ferro cada. Nos adultos, a hemoglobina predominante é a HbA, composta de 
duas cadeias de globinas α e duas de globina β (α2β2), enquanto, na fase fetal, até o sexto 
mês de vida, predomina a hemoglobina fetal (HbF), composta de duas cadeias α e duas γ 
(α2γ2). Os genes HBA1 e HBA2 que codificam as cadeias α estão localizados no cromossomo 
16 e os genes que codificam as cadeias β (HBB) e γ (HBG1 e HBG2), no cromossomo 11 (1, 
2). 
As hemoglobinopatias são doenças que resultam de mutações nos genes que 
codificam as cadeias de globina que compõem a Hb. Dentre essas doenças, destacam-se, na 
população brasileira, as doenças falciformes (DF). 
 As doenças falciformes se caracterizam por graus variados de anemia hemolítica 
crônica, crises dolorosas de vaso-oclusão e lesões de órgãos-alvo, causadas pela herança 
da mutação E6V do gene HBB que gera a produção da hemoglobina S (HbS), uma 
hemoglobina anômala com a substituição de um resíduo de ácido glutâmico por uma valina 
(3). 
Quando em homozigose, a mutação causa a anemia falciforme (AF), mas a herança 
em heterozigose dupla da mutação da HbS com outra alteração da globina beta pode gerar 
outras doenças falciformes, tais como as S-beta talassemias e a hemoglobinopatia SC (4). 
1.1 Anemia falciforme e hemoglobinopatia SC 
A AF é a forma mais grave das doenças falciformes. Segundo a Organização Mundial 
da Saúde, no continente africano, a prevalência varia de 20 a 45% a depender da região (5). 
A heterogeneidade étnica no Brasil leva a variação de incidência de estado para estado. Em 
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2016, no Brasil, 1.071 recém-nascidos apresentavam DF e mais de 60.000 eram 
heterozigotos para o alelo βS. No total, há aproximadamente 30.000 pessoas com DF em todo 
o país. O número de indivíduos de todas as idades afetados pela anemia falciforme a nível 
mundial é atualmente desconhecido (6-10). 
A HbS, que caracteriza essa doença, se polimeriza em condições de hipóxia ou 
acidose dentro do eritrócito. Esses polímeros levam a uma deformação típica das células 
(falcização), com alterações da membrana celular que reduzem a vida útil a hemácia, 
causando um quadro típico de anemia hemolítica crônica. As hemácias falcizadas também 
apresentam aumento das propriedades adesivas ao endotélio e geram estado inflamatório 
crônico devido à interação com outros tipos celulares, tais como neutrófilos e monócitos (11, 
12). O aumento das interações celulares associado a hemólise e inflamação podem 
desencadear crises dolorosas de vaso-oclusão, que são mais frequentes no estado 
homozigoto se comparado a outras doenças falciformes. 
A hemoglobinopatia SC (SC) é uma forma de doença falciforme geralmente menos 
grave que a AF. Ela é causada pela herança heterozigótica dupla de um alelo da mutação 
que codifica a HbS e outro alelo portador de outra mutação no mesmo códon que leva à troca 
do resíduo ácido glutâmico por uma lisina, causando a produção de uma outra hemoglobina 
estruturalmente anormal, a HbC (13). Os pacientes portadores de hemoglobinopatia SC tem 
hemólise crônica leve, com maiores níveis de hemoglobina e menor frequência de crises vaso-
oclusivas. Todas as complicações que ocorrem na AF podem ser vistas em portadores de SC, 
porém a retinopatia proliferativa e osteonecrose de fêmur e úmero são geralmente mais 
frequentes que nos portadores de AF (14). 
Com o desenvolvimento de camundongos transgênicos portadores de HbS, o estudo 
dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da anemia falciforme pôde ser mais amplamente 
investigado.  
O camundongo transgênico tipo Berkeley (Berkeley (Hbatm1Paz Hbbtm1Tow Tg (HBA-
HBBs) 41Paz/J), desenvolvidos por Paszty e colaboradores (15), produz hemoglobina 
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humana βS. Os animais apresentam as características da doença falciforme; anemia 
hemolítica, eritrócitos falcizados, inflamação crônica, estresse oxidativo, hipertensão 
pulmonar e priapismo (16-20). O modelo Berkeley foi obtido por meio de uma estratégia 
complexa com expressão exclusiva da hemoglobina S humana devido à troca do cluster que 
continha as globinas endógenas α e β murinas pelo cluster que contém as globinas α, βS, γa 
e γg de origem humana (15). 
O modelo animal Townes (B6.129-Hbatm1(HBA)TowHbbtm2(HBG1,HBB*)Tow/ 
Hbbtm3(HBG1,HBB)Tow/J) é um outro modelo de camundongo transgênico tipo Knock-in que 
carrega vários genes da hemoglobina humana, substituindo os genes endógenos murinos 
(21). Diferentemente do modelo Berkeley, os camundongos Townes continuam a sintetizar a 
HbF humana até a terceira semana de vida quando ocorre a troca para a HbS, momento em 
que esses animais passam a desenvolver a doença grave (22, 23). 
 
1.1.1 Hemólise intravascular e vaso-oclusão 
 
Em enfermidades como as doenças falciformes, ocorre rompimento das hemácias que 
leva a liberação da hemoglobina no meio intravascular, com oxidação e quebra do tetrâmero 
da hemoglobina livre e, consequentemente, liberação do grupamento heme. O heme livre no 
plasma é deletério e gera estresse oxidativo por  produção de espécies reativas de oxigênio, 
(ROS, do inglês reactive oxygen species). 
A hemólise causa consumo do óxido nítrico (NO) e simultaneamente respostas 
oxidativas e inflamatórias exacerbadas, podendo o heme acionar e recrutar células 
inflamatórias, ativar e desencadear a agregação plaquetária, ativar células endoteliais e o 
recrutamento de leucócitos, além de peroxidar lipoproteínas e aumentar a produção de 
citocinas, um conjunto de fatores que podem cluminar em um processo de vaso- oclusão e 
dano tecidual (Figura 1) (24, 25). 
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Figura 
1- Toxicidade do heme. O heme livre tem propriedades tóxicas devido ao átomo de ferro ativo. Os efeitos tóxicos 
de heme estão representados na Figura. O heme causa dano celular oxidativo, promovendo a geração de espécies 
reativas de oxigênio (ROS) e peroxidação lipídica. O heme se intercala na membrana das hemácias, oxidando 
proteínas e favorecendo a ruptura prematura dessas células e ampliando o processo hemolítico. Ademais, o heme 
causa disfunção endotelial através de um conjunto de mecanismos, aumentando a expressão de moléculas de 
adesão e ativação endotelial, promovendo o recrutamento de células inflamatórias e agregação plaquetária, e 
consumindo o óxido nítrico, favorecendo a  vasoconstrição. (24). 
 
Em humanos, o heme plasmático pode variar de 0,2 µM em indivíduos saudáveis a 
4µM em indivíduos com DF (26), porém, dependendo do método de quantificação, pode 
exceder 20µM (27, 28). 
O excesso de heme induz a secreção de TNF-α em macrófagos através de receptores 
“tipo toll” 4 (TLR4, do inglês toll-like receptor), ao passo que macrófagos knockout para o 
receptor TLR4, ao serem estimulados com heme, não secretam TNF-α. Assim, o heme é 
considerado um ativador da resposta imune (29). 
Em modelos murinos de anemia falciforme, foi demonstrado que o heme é capaz de 
ativar o endotélio vascular, podendo ser ativado através de receptores TLR4. A ativação desse 
receptor leva a produção de mediadores inflamatórios (IL-1, IL-6, IL-8), ROS, e a liberação de 
fator de von Willebrand e P-selectina, envolvidos na ativação da coagulação sanguínea e 
adesão celular, favorecendo a ocorrência de estase vascular e vaso-oclusão (28). 
No entanto, o organismo humano dispõe de mecanismos para neutralizar e prevenir 
os efeitos da Hb e heme livres. Para neutralizar a atividade oxidativa, o organismo produz 
enzimas especializadas em degradar o heme, tais como a heme oxigenase-1 (HO-1), 
transformando-o em metabólitos menos tóxicos (30). Para prevenir a ocorrência dessas 
moléculas em sua forma livre, outras moléculas e substâncias redutoras contribuem para esta 
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fisiologia protetora: haptoglobina, hemopexina, albumina, α1-microglobulina e as lipoproteínas 
(31). Porém, como ocorre nas doenças falciformes e em hemólises graves, frequentemente 
esses sistemas de compensação e de detoxificação podem ser insuficientes e se tornarem 
saturados, sendo possível encontrar heme circulante no plasma dos pacientes (25). 
Assim, o heme parece desempenhar um papel fundamental no fenômeno vaso-
oclusivo, tornando imprescindível uma melhor compreensão dos mecanismos de proteção 
contra o heme livre para o desenvolvimento de novas terapêuticas contra a vaso-oclusão nas 
doenças falciformes. 
 
1.2 Mecanismos de proteção contra o heme nas doenças falciformes 
Os mecanismos mais importantes que visam minimizar os efeitos do heme livre no 
organismo humano são desempenhados pela haptoglobina (Hp), hemopexina (Hpx), 
albumina, α1-microglobulina e lipoproteínas. 
 
1.2.1 Haptoglobina (Hp) 
 A haptoglobina é produzida principalmente no fígado e é funcionalmente importante 
para a formação de um complexo com a Hb livre de glóbulos vermelhos lisados in vivo, 
evitando assim seus efeitos tóxicos. Esse complexo hemoglobina-haptoglobina (Hb-Hp) tem 
uma rápida depuração através da ligação ao receptor CD163 em macrófagos (32). Como as 
concentrações plasmáticas de haptoglobina se esgotam na presença de grandes quantidades 
de Hb livre, a diminuição dos níveis de haptoglobina é um marcador de hemólise (33).  
A Hp protege os tecidos e as células de danos oxidativos induzidos pela Hb em 
circulação (34), e também impede a filtração renal da Hb e seus efeitos tóxicos sobre os 
túbulos renais (35). A peroxidação lipídica é reduzida quando é formado o complexo Hb-Hp 
em comparação com a Hb livre (36). 
O mecanismo protetor da Hp não é completamente compreendido, porém, em parte, 
envolve a estabilização do estado de heme e ferro controlando elétrons de maneiras 
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específicas na molécula de Hb, estabilizando assim os radicais gerados. A área da superfície 
do complexo Hb-Hp permite blindagem de vários potenciais radicais derivados da Hb (37). 
Na anemia falciforme, os níveis de haptoglobina sérica são tipicamente muito baixos, 
geralmente abaixo dos níveis de detecção dos ensaios de rotina. Polimorfismos gênicos já 
foram descritos no gene da haptoglobina, porém a associação dos diferentes genótipos para 
haptoglobina com heterogeneidade da apresentação clínica dos pacientes com doença 
falciforme é controversa, com alguns estudos não encontrando diferenças fenotípicas, e 
outros associando alguns genótipos com maior incidência de doença vascular cerebral e 
gravidade de crises vaso-oclusivas (38-40). 
Em modelos animais, a infusão de haptoglobina foi capaz de impedir que a 
administração de hemoglobina livre ativasse o endotélio vascular via TLR4, e impediu a 
ocorrência de estase vascular em camundongos transgênicos para anemia falciforme (28). 
 
1.2.2 Hemopexina (Hpx) 
A hemopexina é uma glicoproteína que se liga a heme e também medeia um 
mecanismo de defesa contra o dano oxidativo. Ela é sintetizada majoritariamente no fígado, 
mas também na retina e no cérebro, e é uma proteína de fase aguda (41, 42).  
Quando a capacidade de ligação da Hp à hemoglobina livre é excedida, a Hb livre 
restante é oxidada a metemoglobina (metHb), que libera heme livre. A Hpx interage com heme 
formando um complexo heme-Hpx que se liga ao receptor CD91, também conhecido como 
proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de baixa densidade-1 (LRP1), encontrado 
em hepatócitos e macrófagos (43, 44). Quando o complexo heme-Hpx se liga ao receptor, 
ocorre remoção por endocitose (45). O heme é liberado no interior do endossomo e a Hpx 
pode ser reciclada e voltar para a circulação, ou ser degradada. A regulação desse 
mecanismo não é clara, porém, durante hemólise grave, a Hpx não é observada integralmente 
no plasma, sugerindo que a reciclagem incompleta da Hpx possa ocorrer (27, 46).  
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O heme transportado para o fígado pela Hpx é degradado pela enzima heme 
oxigenase-1 (HO-1), e o ferro liberado é rapidamente ligado a ferritina (47). Assim como a Hp, 
a Hpx apresenta propriedades antioxidantes significativas impedindo a atividade redox do 
ferro. Além disso, receptores de complexos CD91-heme-Hpx são capazes de induzir a 
atividade antioxidante intra e extravascular (48). Já é sabido desde os anos 1990 que a 
produção de HO-1 e ferritina, necessárias para a detoxificação do heme e proteção celular 
contra o ferro, é induzida por heme (49). 
Alguns estudos com número pequeno de pacientes relataram que os níveis de Hpx 
circulante se encontram reduzidos em pacientes com doença falciforme, semelhantemente ao 
que é observado com a Hp (27, 50, 51). O heme tem um papel importante no processo de 
vaso-oclusão, e em modelo murino de doença falciforme foi demonstrado que a infusão de 
Hpx bloqueia a capacidade do heme em causar vaso-oclusão (28). 
 
1.2.3 Albumina 
Outro mecanismo de contenção para o heme livre no plasma é realizado pela 
albumina. Na presença de depleção de haptoglobina, em especial nas hemólises maciças, o 
heme liberado da metHb se complexa com essa proteína, formando metemalbumina. Embora 
a afinidade da albumina pelo heme seja a menor dentre todas as proteínas envolvidas, essa 
reação ocorre porque a concentração molar de albumina no plasma (650µM) é muito maior 
que a da Hpx (10-20µM). O heme da metemalbumina é posteriormente transferido para a Hpx  
(52). 
Um estudo demonstrou que há aumento de metemalbuminemia em pacientes com 
doença falciforme, e que esse aumento se relacionou a maior proteção contra estresse 
oxidativo, com menor indução de HO-1, pela menor quantidade de heme livre (53). 
 
 
 
21 
 
 
 
1.2.4 α1-microglobulina (A1M) 
A α1-microglobulina também é uma glicoproteína de síntese hepática, membro da 
superfamília das lipocalinas que se ligam a ligantes lipofílicos. Complexos de IgA-A1M 
circulam com A1M livre em concentrações plasmáticas equimolares. Sabe-se que, tanto a 
forma ligada, quanto a livre, sofrem clivagem quando expostas a membranas de eritrócitos 
lisados ou hemoglobina, resultando na produção de uma forma truncada da A1M, a t-A1M 
(54). A t-A1M tem a capacidade de degradar a molécula do heme, porém estudos 
demonstraram que a clivagem da A1M mais provavelmente ocorre no espaço extravascular, 
e não se encontraram diferenças qualitativas ou quantitativas da A1M entre pacientes com 
hemólise autoimune e controles saudáveis (55). Por outro lado, em pacientes com DF, os 
níveis de A1M estão elevados comparados a indivíduos saudáveis (0.27 vs. 0.18mg/mL), e a 
relação A1M/Hpx correlacionou-se positivamente com a molécula de lesão renal urinária-1 
(KIM-1) (56). 
 
1.2.5 Lipoproteínas 
Além da Hp, Hpx, albumina e A1M, as lipoproteínas também tem uma função de 
proteção contra o heme livre, que embora menos conhecida, é objeto de estudo desta tese. 
As lipoproteínas plasmáticas são complexos micelares, compostas por lipídeos e 
proteínas com estruturas e funções especificas denominadas apolipoproteínas (Apo). A 
camada externa é composta por fosfolípides anfipáticos e colesterol não esterificado, ambos 
complexados pelas Apo. O núcleo hidrofóbico é composto por colesterol esterificado e por 
triglicérides (57). 
As principais lipoproteínas circulantes no plasma humanos podem ser classificadas de 
acordo com seu tamanho, composição, densidade, mobilidade eletroforética e função: 
quilomícrons (QM), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteína de densidade 
intermediária (IDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL) e lipoproteína de alta densidade 
(HDL) (Figura 2), que são metabolizadas por duas vias, a intestinal e a hepática (Figura 3). 
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FIGURA 2- Lipoproteínas circulantes. Os quilomícrons são partículas grandes (100nm), ricas em triglicérides, 
tem como característica a presença de ApoB48 e, como principal origem, o intestino. A VLDL apresenta (70nm), é 
produzida no fígado e é rica em triglicérides e ApoB100. A lipólise sofrida pela VLDL origina a IDL (40nm), que é 
uma lipoproteína intermediaria e, em sua composição, encontra-se colesterol, além de  triglicérides e ApoB100. A 
ApoB100 é mantida na LDL (20nm), porém a LDL é mais rica em colesterol. A HDL é a menor lipoproteína (10nm), 
porém a mais densa, rica em colesterol e ApoA1 (57). 
 
1.3 Metabolismo das lipoproteínas: via intestinal e via hepática 
Na via intestinal, os lipídeos provenientes da dieta são hidrolisados pelas lipases 
gástrica, intestinal e pancreática em ácidos graxos livres. Os sais biliares solubilizam esses 
lipídeos em estruturas semelhantes a micelas, o que facilita a movimentação pelos 
enterócitos, em que está localizada a proteína NPC1L1 (do inglês, Niemann-Pick C1 Like 1), 
que facilita o transporte de esteróis da luz intestinal para o interior da célula (58). Além disso, 
os transportadores ABCG5 e ABCG8 (do inglês, ATP-binding cassette transporters G5 e G8), 
promovem a excreção de colesterol e fitoesteróis na luz intestinal, contribuindo para a 
regulação do transporte de colesterol nos enterócitos (59). 
 No intestino, os lipídeos são esterificados por meio da atividade da enzima ACAT2 
(Acilcolesterol Acil Transferase 2), presente no retículo endoplasmático (60). Além disso, a 
proteína de transferência microssomal (MTP) transfere triglicérides e fosfolípides para o 
interior do retículo, promovendo a conjugação destes ao colesterol esterificado e a 
apoliproteína B-48 (ApoB48), formando então os quilomícrons, que são transportados ao 
aparelho de Golgi (61). 
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Os quilomícrons são secretados na linfa e, em seguida, levados à circulação 
sanguínea por meio do duto torácico. Em capilares extra-hepáticos, através da atividade das 
lipases, sofrem lipólise, sendo convertidos então em partículas remanescentes, que são 
removidas da circulação por receptores B, E, receptor da LDL (LDLr) e receptores tipo ɑ2-
macroglobulina presentes no fígado. Além disso, inicia-se a formação da VLDL por via 
hepática (57). 
A VLDL é produzida a partir da Apolipoproteina B100 (ApoB100), que é enriquecida 
em lipídes no reticulo endoplasmático pela MTP, formando partículas pequenas, que são as 
pré-VLDL. Em seguida, essas partículas são conjugadas a uma grande quantidade de lípides, 
formando as partículas maduras enriquecidas principalmente em triglicérides (62). 
A VLDL produzida no fígado é excretada na circulação, onde serve de substrato para 
a lipase lipoproteica (LPL), que é estimulada pela Apo-CII, e inibida por proteínas 
angiopoetina-like (ANGPTLs). Os ácidos graxos advindos desta lipólise são distribuídos para 
os tecidos podendo ser armazenados (adipócitos) ou utilizados (músculos); além disso as 
partículas de VLDLs, pobres em triglicérides, trocam ApoCII e ApoE com partículas de HDL 
da circulação, formando então as IDLs, que também servem como substrato para a atividade 
da LPL e lipase hepática, formando a partícula de LDL (57, 63). 
A LDL é uma partícula rica em colesterol esterificado e com quantidade residual de 
triglicérides. Na LDL, a ApoB100 advinda da VLDL é mantida. Genericamente, a LDL é a 
lipoproteína que fornece colesterol aos tecidos periféricos, sendo uma partícula estável devido 
ao alto teor de colesterol esterificado (64). 
As LDLs circulantes se ligam ao LDLr, que é uma glicoproteína de membrana presente 
nos hepatócitos (65) formando um complexo endossomal estável. O colesterol esterificado 
presente na LDL é hidrolisado pela enzima colesteril-éster hidrolase ácida (66). No meio 
intracelular, o colesterol livre é convertido a colesterol esterificado pela ação da ACAT 
(Acilcolesterol Acil Transferase), favorecendo o armazenamento no citosol e prevenindo a 
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distribuição irregular de colesterol livre nas membranas intracelulares, que consiste em um 
importante fator citotóxico (60). 
A LDL também pode ser captada por macrófagos e células endoteliais da camada 
íntima arterial, através de receptores capazes de captar partículas de LDL oxidada (LDLox) 
(67). No entanto, os macrófagos não apresentam mecanismos de regulação da quantidade 
de colesterol intracelular e quando se excede sua capacidade, formam-se as células 
espumosas que darão início ao desenvolvimento da placa de ateroma na aterosclerose (68).  
Um estudo cinético in vitro dos principais sequestradores da hemina aquosa 
demonstraram que a LDL se liga mais rapidamente a hemina do que qualquer outra proteína 
(69). Considerando a capacidade do heme livre de oxidar a LDL a LDLox, isso sugere que 
individuos com grande atividade hemolítica crônica, como indivíduos com DF, poderiam ter 
uma maior propensão ao desenvolvimento da aterosclerose. 
O metabolismo da HDL se inicia com a produção da Apolipoproteína AI (ApoAI) no 
fígado e no intestino. Além disso, fragmentos produzidos por meio da lipólise das lipoproteínas 
ricas em triglicérides (QM e VLDL), ou gerados a partir do remodelamento da HDL promovido 
pela PLTP (do inglês, phospholipid transfer protein), também podem influenciar no início do 
metabolismo da HDL (70), conforme detalhado na Figura 3. 
Figura 
3- Metabolismo lipídico. Via intestinal: os triglicérides (TG), advindos da dieta, são absorvidos no intestino e 
acoplados a Apolipoproteína B48 (B48) formando os quilomícrons (QM). Os QM são hidrolisados pela lipase 
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lipoproteica (LPL), liberando ácidos graxos livres (AGL), que servem como energia muscular ou são armazenados 
em tecido adiposo. Além disso, alguns QM hidrolisados, os remanescentes, (QMr) são captados pelo fígado 
através do receptor LDLr. Via hepática: o pool de colesterol presente no fígado é ligado a Apolipoproteína B100 
(B100). Em seguida, o fígado secreta a lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), que também é hidrolisada 
pela LPL, liberando AGL para tecidos. Além disso, com a hidrólise continua do VLDL, forma-se a lipoproteína de 
densidade intermediária (IDL), que sofre os efeitos da LPL e da lipase hepática (LH), formando a lipoproteína de 
baixa densidade (LDL). A LDL, por sua vez, é responsável por transportar colesterol para os tecidos e sua 
catabolização é realizada pelos hepatócitos através da captação pelo LDLr. A Apolipoproteína A1 (ApoA1) advinda 
do intestino, fígado, remanescentes de QM, VLDL e da PLTP (proteína de transferência de fosfolípides) inicia a 
produção da lipoproteína de alta densidade (HDL) através da formação da pré-β HDL. A HDL carrega em sua 
composição a lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) que esterifica o colesterol livre (CL). Conforme a evolução 
da esterificação do colesterol livre, a HDL vai aumentando de tamanho, formando a HDL3, que também pode ser 
hidrolisada pelas LPL e LH. No entanto, com o recebimento contínuo de colesterol esterificado (CE), a partícula 
HDL3 pode se transformar em uma partícula ainda maior, a HDL2. As HDLs entregam lípides ao fígado através do 
receptor scavenger receptor class B type 1 (SR-BI). A HDL2 sofre a ação da proteína de transferência de colesteril 
ester (CETP), que catalisa a doação de colesterol esterificado para partículas de VLDL e LDL e recebimento de 
triglicérides. Quando a partícula HDL2 é enriquecida em triglicérides, sofre a ação da LPL e LH dando um novo 
início a formação da HDL3. A HDL3 também capta colesterol através do efluxo celular através do ATP-binding 
cassette transporter (ABCA1) e ATP-binding cassette sub-family G member 1 (ABCG1), iniciando uma nova 
cascata de formação da HDL. Além disso, as células transferem colesterol e fosfolípides via ABCA1 e ABCG1 para 
partículas de HDL nascentes (71, 72).   
 
A partícula nascente de HDL é instável e rapidamente adquire lípides. Esse processo 
inicial ocorre nas membranas celulares por meio do efluxo de colesterol e fosfolípides, 
realizado pelo transportador ABCA1 (do inglês, ATP binding cassette transporter A1), 
formando as partículas discoidais, pobre em lípides (73, 74); as HDLs nascentes continuam a 
incorporar lípides através ABCA1, ABCG1 (do inglês, ATP binding cassette transporter G1) e 
SR-BI (do inglês, scavenger receptor class B type I) (75). Simultaneamente ao enriquecimento 
em lípides, a LCAT (do inglês, lecithin cholesterol acyltransferase) realiza a esterificação do 
colesterol livre, e o colesterol esterificado é realocado no interior da partícula, formando 
partículas de HDL3, que progressivamente se tornam maiores, a HDL2 (76).  
A HDL2 pode ser reconvertida a HDL3 por atividade da CETP (do Inglês, cholesteryl 
ester transfer protein) e por hidrólise do núcleo lipídico promovido pelas lipases hepática (LH) 
e endotelial (LE). A CETP promove troca de triglicérides das liporoteínas que contem ApoB 
(VLDL e LDL) por colesterol esterificado da HDL, formando partículas de HDL ricas em 
triglicérides, que são substratos para a LH. A ação adjacente da CETP com a LH promove a 
redução do diâmetro da HDL e a formação de partículas pobre em lípides (HDL3), que por 
sua vez podem interagir com o ABCA1, iniciando um novo ciclo de formação de HDL madura 
(77). 
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O catabolismo da HDL é realizado principalmente pelo fígado e pelos rins (78). 
No fígado, o colesterol da partícula se liga a receptores SR-BI. O colesterol esterificado é 
hidrolisado e o colesterol livre produzido é utilizado na síntese de ácidos biliares ou secretado 
na bile para excreção fecal (79, 80). A HDL pode ser internalizada e degradada por lisossomos 
ou, em menor proporção, ser novamente secretada pelas células (81, 82). 
Funcionalmente, a HDL desempenha importantes papeis benéficos. É capaz de 
realizar o efluxo de colesterol celular, e tem ações anti-inflamatória, antioxidante, 
antiapoptótica, antitrombótica e anti-infecciosa (83). Essas funções estão associadas a 
proteínas carreadas pela HDL, tais como a própria ApoA1, a paraoxanase-1, a fosfolipase A2 
associada a lipoproteína e a LCAT (83, 84). Vários trabalhos analisaram a proteômica da HDL 
e descreveram a presença de sequências de hemopexina em associação com esta 
lipoproteína (85-88). Essa associação pode ser importante como mecanismo de defesa contra 
heme livre em situações de hemólise.  
 
1.3.1 Distúrbios metabólicos das lipoproteínas 
Concentrações elevadas de gordura saturada e colesterol são os principais fatores de 
risco para doenças coronarianas. Os lípides que compõem as lipoproteínas contendo ApoB 
podem se acumular na íntima arterial, resultando na formação da placa de ateroma e 
desenvolvimento da aterosclerose (89). 
Diversos distúrbios genéticos humanos que afetam o metabolismo de lipoproteínas já 
forma descritos e são causados por variantes em genes que afetam a atividade da LPL 
(ANGPTL3, ApoC3, ApoC2, ApoA5), clearance de remanescentes (ApoE, LIPC, LRP1), 
atividade do receptor de LDL (PCSK9, LDLr), secreção de lipoproteínas (ApoB, MTP) e HDL 
(ApoAI, ABCA1) (90, 91). 
As estatinas e os fibratos estão entre os principais fármacos utilizados para o 
tratamento das dislipidemias, e tem como alvo a diminuição e controle dos níveis de LDL e 
triglicérides (92). Baseado no conhecimento adquirido do estudo dessas variantes genéticas, 
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novos fármacos têm sido desenvolvidos para tratamento das dislipidemias, tais como 
inibidores da PCSK9 e de proteínas angiopoetina-like (ANGPTLs). Esse último grupo de 
reguladores do metabolismo lipídico é menos estudados, e também será parte do objeto de 
estudo desta tese, merecendo maior destaque a seguir.  
 
1.3.2 Proteínas angiopoietina-like 3 (ANGPTL3) e angiopoietina-like 4 (ANGPTL4) 
As proteínas angiopoietinas-like (ANGPTLs, do inglês angiopoietin-like proteins) foram 
identificadas como proteínas estruturalmente semelhantes a angiopoietina. São descritas oito 
ANGPTLs e sua nomenclatura varia de 1 a 8. Em especial, a ANGPTL3 e a ANGPTL4 estão 
envolvidas no metabolismo lipídico e tem sido utilizadas como novos  potenciais alvos 
terapêuticos (93). 
A ANGPTL3 é produzida especificamente no fígado (94). Sua função está ligada em 
parte à inibição da atividade da LPL. Sua ativação é causada pela clivagem da proteína 
convertase para liberar o domínio N-terminal e sua atividade é regulada pela ANGPTL8 (95, 
96). 
Pacientes com deficiência de ANGPLT3 apresentam níveis reduzidos em todas as 
lipoproteínas. Além disso, a ausência de ANGPTL3 resulta em aumento da atividade e massa 
da LPL e baixos níveis de ácidos graxos livres circulantes. Este último efeito é provavelmente 
devido a uma mobilização diminuída de ácidos graxos livres da gordura armazenada no tecido 
adiposo humano, e pode resultar na redução da síntese e secreção de VLDL hepático via 
suprimento de ácidos graxos livres hepáticos atenuados (97, 98). Foi proposto que o aumento 
da atividade de ANGPTL3 teria um papel na patogênese da aterosclerose, uma vez que seus 
níveis mostraram estar intimamente associados à espessura da parede arterial (99). 
A ANGPTL4 é produzida em vários órgãos e tecidos, tais como fígado, tecido adiposo, 
cérebro, intestino, tireoide, rim e coração (100). Uma variedade de funções é atribuída a 
ANGPTL4, incluindo sua influência no metabolismo lipídico (93).  
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Evidências indicam que a ANGPTL4 também é um inibidor da LPL, de modo que a 
ANGPTL4 suprime a liberação de ácidos graxos não-esterificados e captação pelos tecidos 
(101). Além disso, a ANGPTL4 aumenta a lipólise intracelular de triglicerídeos nos adipócitos, 
aumentando as concentrações plasmáticas de ácidos graxos não esterificados (102). 
expressão de ANGPTL4 ocorre por indução sinérgica dos receptores ativados pelos 
proliferadores de peroxissoma lipídico (PPAR, do inglês Peroxisome Proliferator Activated 
Receptor) alfa, beta e gama (102, 103). 
Um estudo sugeriu o envolvimento da ANGPTL4 na fisiopatologia da aterosclerose, 
em que uma análise de microarray demonstrou que níveis de ANGPTL4 estão elevados em 
placas de artérias carótidas com alto grau de calcificação (104). 
ANGPTL4 e ANGPTL3 compartilham muitas similaridades. No entanto, por sua 
expressão tecidual mais ampla (93), a ANGPTL4 é considerada um inibidor 
autócrino/parácrino da LPL (105), diferentemente da ANGPTL3, exclusivamente hepática. 
Tratamentos com vários ligantes de receptores nucleares revelaram que o ANGPTL3 
é um gene alvo do receptor X do fígado, enquanto a expressão da ANGPTL4 é ativada por 
ligantes de todos os PPARs. Assim, a regulação diferencial de ANGPTL3 e ANGPTL4 por 
locais de expressão e ligantes de receptores nucleares pode conferir papéis únicos a cada 
uma no metabolismo das lipoproteínas (106). 
 
1.4 Lipoproteínas nas doenças falciformes 
A hipocolesterolemia é a anormalidade lipídica mais frequentemente relatada nas 
doenças falciformes. Além da diminuição de HDL e LDL, há relatos de aumento dos níveis de 
triglicérides no plasma de indivíduos com AF (107). No entanto, a fisiopatologia dessas 
anormalidades não é clara. Shalev e colaboradores correlacionaram as concentrações séricas 
de colesterol com alta atividade eritropoética, que é observada na AF e em outras anemias 
hemolíticas (108). Embora se sugira que o pool de plasma colesterol é consumido para nova 
síntese de membranas pela demanda aumentada na produção de células vermelhas gerada 
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pela hemólise (109), Westerman já havia demonstrado em pacientes com anemias de 
diversas causas que a colesterolemia se correlaciona com os níveis de hemoglobina e 
hematócrito, acompanhando inclusive flutuações secundárias a transfusões sanguíneas ou 
reposição de ferro e cobalamina nas anemias carênciais (110). As baixas concentrações de 
colesterol em pacientes com  doenças falciformes podem estar associadas a redução de 
atividade de ANGPTL3 e ANGPTL4, porém essa possibilidade nunca foi explorada, e não há 
relatos de níveis plasmáticos de ANGPTL3 e ANGPTL4 nesses pacientes. 
As lipoproteínas despertam particular interesse porque a patogênese da vaso-oclusão 
observada na AF guarda muitas semelhanças com a aterosclerose (111), tais como a redução 
da biodisponibilidade de NO, a diminuição das concentrações de apolipoproteína A-1 e HDL, 
assim como o aumento das concentrações séricas de marcadores associados a disfunção 
endotelial, tais como a proteína C reativa (PCR), IL-6, moléculas de adesão vascular como 
VCAM-1 e ICAM-1, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e as P- e E-selectinas 
(111, 112). A principal diferença fica por conta do acúmulo de lípides no interior de macrófagos 
com a formação das chamadas “células espumosas”, características das fases iniciais do 
processo aterosclerótico e que não são classicamente descritas nas lesões vasculares da AF. 
Um estudo em pacientes com AF observou correlações entre os níveis de triglicérides 
e estado hemolítico, marcadores de disfunção endotelial e desenvolvimento de hipertensão 
pulmonar (107), mas não foi feita avaliação dos níveis de heme circulante. 
Apesar de pacientes com AF terem baixas concentrações plasmáticas de colesterol 
total, LDL e de HDL quando comparados a indivíduos saudáveis (113), pouco se sabe sobre 
a qualidade dessas lipoproteínas. LDLs pequenas e mais densas podem facilmente se infiltrar 
no espaço subendotelial, serem retidas por proteoglicanos e oxidadas. Mudanças qualitativas 
na HDL, como uma variedade pro-inflamatória da HDL (pro-HDL) já foram descritas, e esse 
tipo de HDL perde suas importantes funções antiaterogênica, antioxidante, anti-inflamatória e 
antitrombótica (114). Um estudo observou aumento de oxidação de LDL e HDL por detecção 
de malondialdeído, porém utilizou paciente em programa regular de transfusão (115). 
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No entanto, estudos prévios relataram que não há aumento nos níveis de HDL pró-
inflamatórios em pacientes com anemia falciforme em comparação com indivíduos saudáveis 
(116, 117). Esses achados podem estar relacionados às proteínas anti-inflamatórias e 
antioxidantes que estão presentes na partícula, em que, mesmo expostos ao estresse 
causado pela hemólise, podem neutralizar os efeitos oxidativos. 
Pacientes com DF com hemólise de menor gravidade, como é o caso dos portadores 
de hemoglobinopatia SC, não foram estudados do ponto de vista do metabolismo lipídico e, 
possivelmente, apresentam níveis mais altos de colesterol em correlação com níveis 
sabidamente maiores de hemoglobina. No entanto, a interação do estado hemolítico e 
inflamatório crônico da doença falciforme com colesterolemia mais alta pode predispor a uma 
maior produção de LDLox e aumentar o risco de desenvolver aterosclerose nesse grupo de 
pacientes. 
Há poucos estudos comparando a vasculopatia da AF e da aterosclerose, sendo em 
sua maioria experimentos em modelos animais. Um modelo de transplante de medula de um 
camundongo transgênico falciforme para um camundongo transgênico knock-out para 
apolipoproteína E (ApoE-/-), predisposto a aterosclerose secundária a dislipidemia, 
demonstrou que, contrariamente ao esperado, a AF murina reduziu a gravidade da 
aterosclerose. Sugeriu-se que isso seja um efeito possivelmente secundário a queda dos 
níveis de colesterol total e LDL associado a anemia (118). Ainda assim, a combinação das 
duas doenças gerou maior leucocitose, esplenomegalia e reticulocitose, e não se sabe de que 
forma a interação influenciou a biodisponibilidade de heme livre nesse modelo.  
Não há caracterização dos níveis de lipoproteínas basais nos camundongos 
transgênicos Berkeley e Townes, portanto não é sabido se esses modelos refletem a 
hipocolesterolemia observada em humanos com AF. Por outro lado, em camundongos 
Berkeley, foram observados níveis elevados de oxidação de LDL e HDL através de ensaio de 
formação de malondialdeído (115). Há evidência de que animais com o mesmo background 
genético utilizado nos transgênicos falciformes (linhagem murina C57BL/6) são suscetíveis a 
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aumento de colesterol através da administração de dieta hiperlipídica e, portanto, novos 
estudos permitiriam explorar modificações nos níveis de lipoproteínas nesses animais para 
melhor elucidação das relações entre lipoproteinas e hemólise (119).  
A importância da hemólise e geração de heme para a fisiopatologia da vaso-oclusão 
nas DF, as propriedades das lipoproteínas em interagir com heme e endotélio vascular, e o 
fato de existirem medidas terapêuticas farmacológicas já disponíveis e capazes de modificar 
as concentrações de lipoproteínas circulantes justificam um estudo mais aprofundado da 
relação entre metabolismo lipídico e hemólise nas DF. Assim, propusemos caracterizar a 
produção das lipoproteínas nas DF, estudar mecanismos que levam a sua alteração nesses 
pacientes, e investigar se a modulação da biodisponibilidade de lipoproteínas pode 
representar uma nova estratégia terapêutica contra o excesso de heme envolvido no processo 
vaso-oclusivo dessas doenças. 
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2. Objetivos 
2.1 Objetivo geral 
Caracterizar a produção de lipoproteínas circulantes nas doenças falciformes e 
investigar relações entre o processo hemolítico e o metabolismo lipídico. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
2.2.1– Caracterizar, comparar e correlacionar a biodisponibilidade de heme, hemopexina e as 
concentrações de lipoproteínas circulantes, biomarcadores de hemólise e disfunção endotelial 
em pacientes com doenças falciformes, e verificar a associação entre heme e hemopexina 
com lipoproteínas (Manuscrito 1). 
 
2.2.2- Determinar, comparar e correlacionar as concentrações circulantes de proteínas 
angiopoietina-like 3 e angiopoietina-like 4 com biomarcadores hemolíticos e lipídicos em 
pacientes com anemia falciforme e indivíduos saudáveis (Manuscrito 2). 
 
2.2.3- Caracterizar os efeitos da hemólise intravascular sobre as concentrações de colesterol 
circulante utilizando um modelo de camundongo submetido a hemólise aguda induzida por 
fenilidrazina. 
 
2.2.4- Determinar os efeitos do aumento de lipoproteínas sobre a hemólise na anemia 
falciforme estabelecendo um protocolo de tratamento com dieta hiperlipídica em modelos 
murinos, e comparar camundongos controles (C57) e transgênicos para anemia falciforme 
(modelos Berkeley e Townes) submetidos a esse tratamento. 
 
2.2.5- Determinar o efeito da LDL sobre a produção de interleucinas 6 e 8 pelo endotélio 
vascular em modelo de cultura de células endoteliais humanas tratadas com hemina. 
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2.2.6- Determinar concentrações de heme circulante e oxidação de LDL em camundongos 
hipercolesterolêmicos knockout para receptor de LDL (LDLr-/-) e camundongos controles (C57) 
submetidos a hemólise aguda induzida por fenilidrazina. 
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3. Materiais e métodos 
 
3.1 Casuística 
 
3.1.1.  Aspectos éticos 
Este projeto e os termos de consentimento livre e esclarecido utilizados foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da 
UNICAMP (protocolo nº 32051214. 5.0000.5404), (Anexo1). 
3.1.2. Critérios de inclusão 
Os critérios de inclusão foram todos os abaixo: 
1- Idade igual ou superior a 18 anos; E 
2- Para pacientes, o diagnóstico de anemia falciforme ou hemoglobinopatia SC 
confirmado por eletroforese de hemoglobina por HPLC (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 
ou sequenciamento gênico confirmando as mutações genéticas; para controles, a 
ausência alterações no hemograma e eletroforese de hemoglobina; E 
3- Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. 
 
3.1.3. Critérios de exclusão 
Os critérios de exclusão serão a presença de qualquer dos abaixo: 
1- Gestação; OU 
2- Transfusão sanguínea menos de 3 meses antes da data da coleta; OU 
3- Uso atual ou nos últimos 3 meses de fármaco hipolipemiante (p.ex. estatinas, 
ezetimiba, niacina); OU 
4- Não satisfazer qualquer dos critérios de inclusão. 
 
3.2. Coleta de amostras 
Foram convidados e aceitaram participar do nosso estudo 40 indivíduos saudáveis e 
durante os atendimentos ambulatoriais no Ambulatório de Hemoglobinopatias do Hemocentro 
de Campinas, Unicamp, foram convidados a participar do estudo 83 pacientes, portadores de 
anemia falciforme (n=43) ou hemoglobinopatia SC (n=40). 
Os pacientes seguem em acompanhamento no Ambulatório de Hemoglobinopatias, 
onde são realizados avaliação clínica, exames laboratoriais e cuidados das manifestações 
das doenças. 
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Mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, foram coletados 
dados epidemiológicos e clínicos dos pacientes participantes do estudo, a saber: idade, sexo, 
etnia, cidade de origem, complicações secundárias a DF, medicações em uso, dados de 
exame físico, resultados de exames laboratoriais. Além disso, amostras de sangue (volume 
de aproximadamente 20mL por individuo) foram coletadas por punção venosa periférica em 
tubos contendo EDTA como anticoagulante ou em tubo seco, de acordo com a indicação dos 
kits das dosagens necessárias para o estudo. As amostras em tubo seco foram submetidas a 
centrifugação a 1500 rpm por 20 minutos, aliquotadas e estocadas a -80º C até a realização 
das dosagens. 
 
3.2.1. Dosagens hematimétricas, imunológicas e bioquímicas 
As amostras de sangue com anticoagulante EDTA foram utilizadas para realização de 
hemograma em um aparelho Cell Dyn® (Abbott, Illinois, USA), com diferencial de leucócitos e 
contagem de reticulócitos automatizados. 
Foram utilizados kits comerciais de rotina para medição dos níveis séricos de 
desidrogenase láctica (LDH), bilirrubina total e frações e proteína C reativa ultrassensível por 
kits Roche, o colesterol total, HDL e triglicérides séricos foram quantificados por métodos 
enzimático-colorimétricos convencionais utilizando reagentes Roche em sistema de 
automação Modular Hitachi (Roche, Germany). LDL foi quantificado pela equação de 
Friedewald (LDL=Colesterol total-HDL-(Triglicerídeos/5), a fração de VLDL foi estimada como 
triglicérides/5. Além disso, quantificamos o heme total utilizando kit colorimétrico 
(Quantichrome - Bioassay Systems). 
Utilizando kits de Elisa quantificamos, LDL oxidada (ELISA Mercodia), sVCAM-1 
(R&D), hemopexina (Abcam), proteína angiopoietina-like 3 (R&D) e angiopoietina-like 4 
(R&D). 
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3.2.2 Isolamento de lipoproteínas e dosagem de heme em lipoproteínas isoladas 
Foi realizado o isolamento por densidade das lipoproteínas de baixa e alta densidade, 
LDL (densidade (d) =1,063g/mL) e HDL (d=1,21g/mL) respectivamente. As lipoproteínas 
foram isoladas a partir de 2mL de soro ultracentrifugados após a formação de um gradiente 
de densidade utilizando brometo de potássio (KBr) (120). A densidade plasmática foi ajustada 
para densidade de 1,21g/mL com KBr sólido e uma alíquota de 1,7mL foi pipetada para tubos 
de ultracentrífuga ultra-claros (Beckman Coulter Inc., CA). Um gradiente foi formado em 
camadas com adição de 1,3mL de solução salina d=1,063g/mL acima do plasma, 1,3mL de 
solução salina d=1,019 g/mL e 1,1mL de solução salina d=1,006g/mL. As amostras foram 
centrifugadas durante 17,5h à 4°C em 55.000rpm em um rotor SW 41 Ti (Beckman Coulter 
Inc., CA). A remoção do KBr foi realizada por banho em diálise durante 48 horas e foram 
realizadas quatro trocas de tampões. Após a diálise, foi realizado a eletroforese para 
lipoproteína por método automatizado para verificar a pureza de cada fração, em seguida, 
dosamos o heme nestas frações isoladas através do kit Quantichrome (Bioassay Systems) e 
a hemopexina por kit de elisa (R&D). 
 
3.3. Cultura de linhagem de células endoteliais humanas (HUVECs) 
Realizamos o cultivo de uma linhagem celular endotelial (células endoteliais de veia 
umbilical humanas - HUVECs, do inglês human umbilical vein endothelial cells). As HUVECs 
foram adquiridas do banco de células americano ATCC (The Global Bioresource Center), 
ATCC nº 1730-CRL (lote 59510065) e alíquotas foram mantidas em nosso laboratório 
conservadas em nitrogênio líquido. HUVECs são células aderentes e foram cultivadas em 
meio de cultura Hams F12-K (Invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bovino 
(Invitrogen); 0,05 mg/mL de fator de crescimento Endothelial Cell Growth Supplement Bovine 
Neural Tissue (ECGS, Calbiochem); 1 mg/mL de heparina líquida e 1% dos antibióticos 
estreptomicina (10000 µg/mL) e penicilina (10000 U/mL). 
As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm2 e mantidas em estufa a 37ºC, (5% 
CO2) até atingir 90% de confluência, em seguida, as células foram retiradas das garrafas com 
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uma solução de tampão fosfato (PBS, pH=7,2) com tripsina (0,25% w/v) e EDTA (0,53 mM), 
pois essa solução possui atividade proteolítica sobre as proteínas das membranas celulares. 
Cerca de 2mL da solução de PBS/Tripsina/EDTA foram adicionados por garrafa (4min, 37ºC, 
5% CO2). Após a constatação do desprendimento das células, a tripsina foi neutralizada com 
a adição de 2 mL de soro fetal bovino (SFB). As células em suspensão foram lavadas com 
PBS e centrifugadas por 7min, a 130g, 30°C. O sobrenadante foi descartado, o pellet de 
células ressuspenso com meio de cultura suplementado com SFB e fator de crescimento e, 
em seguida, as células foram distribuídas em placas de 6 wells para os tratamentos realizados 
no estudo, conforme descrito na Figura 4. A cada repique das células, foi contabilizada uma 
nova passagem das mesmas.  
 
Figura 4- Culturas de células endoteliais de veias umbilicais humanas (Huvecs). As huvecs foram tratadas com 
hemina (Frontier Scientific) e/ou lipoproteínas de baixa densidade (LDL, Stem Cell), ou lipopolissacáride (LPS, 
Sigma). Foram incubadas por 24 horas, a 37ºC (5% CO2). O veículo utilizado foi solução de tampão fosfato (PBS) 
e NaOH 0,1M para hemina. 
Após a incubação com os tratamentos, foram coletados os sobrenadantes das culturas 
de células e quantificamos a produção das interleucinas 6 e 8 por kit de ELISA (R&D). 
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3.4 Camundongos 
Todos os procedimentos com camundongos foram aprovados pelo comitê de ética de 
uso de animais do instituto de biologia da Unicamp, números de protocolos 4755-1/2017 e 
3909-1, certificados em anexo. 
 
3.4.1 Camundongo transgênicos modelos Berkeley e Townes 
Camundongos transgênicos para anemia falciforme humana “modelo Berkeley” (15) e 
“modelo Townes” (23) foram adquiridos por nosso laboratório importados do Jackson 
Laboratory (Bar-Habor, Maine, EUA), e são mantidos com acesso à água e ração em biotério 
SPF (Specific Pathogen Free) no Biotério Central da Unicamp (CEMIB- UNICAMP). 
3.4.2 Produção dos animais quimeras 
Diversas dificuldades na manutenção e multiplicação da linhagem de camundongos 
Berkeley são observadas, tais como o fato de nascerem poucos camundongos homozigotos 
e esses serem bastante frágeis. Por isso, foi optado por realizar a produção de camundongos 
quimeras através do transplante de medula óssea, o que nos permitiu um maior número de 
animais, além de obtermos animais com idade pareada para realização dos experimentos. 
Foram realizados transplantes de medula de camundongos Berkeley para camundongos 
C57BL/6 (selvagem), e de medula de C57BL/6 para C57BL/6 como controle experimental. 
3.4.3 Coleta da Medula Óssea 
Em condições estéreis, células da medula óssea foram retiradas do fêmur do 
camundongo doador e mantidas em PBS estéril. Em seguida, as células foram centrifugadas 
por 5 min a 1500 rpm a 4ºC. O sobrenadante foi desprezado e foi acrescido o tampão de lise 
para a retirada de hemácias contaminantes. As células foram mantidas por 5 min em banho 
de gelo e, em seguida, foram centrifugadas por 5 min a 1500 rpm a 4ºC. Em seguida, foi 
realizada nova centrifugação com PBS por 5 min a 1500 rpm a 4ºC para retirada do tampão 
de lise. O pellet de células foi então ressuspendido em PBS. O número de células foi contado 
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com azul de trypan e  aproximadamente 3x106 células foram preparadas para injeção por via 
intra-orbital em cada camundongo receptor da medula (121). 
 
3.4.4 Processo de Irradiação 
Os camundongos C57BL/6 receptores de medula foram transportados até o IPEN 
(Instituto de Pesquisas Nucleares da USP–SP), onde foram irradiados para depleção total da 
medula óssea. Para tal, os animais receberam 2 cargas de irradiação (600 rads cada). A 
primeira sessão ocorreu por 45 minutos e houve um intervalo de 3 horas entre o início da 
primeira e da segunda sessão. 
Após a irradiação, os camundongos C57BL/6 com medula depletada receberam a 
nova medula óssea proveniente do camundongo doador. Utilizamos doadores camundongo 
Berkeley, originando quimeras C57/Berk, ou doadores C57BL/6, originando quimeras controle 
C57/C57. Os camundongos foram então mantidos em condições estéreis por 3 meses, 
quando a fenotipagem foi realizada. 
 
3.4.5 Fenotipagem pós-transplante 
Três meses após o transplante de medula óssea, foi realizada a fenotipagem para 
comprovar a pega da medula óssea nos camundongos receptores da medula obtida de 
transgênicos do modelo Berkeley (C57/Berk). Para a fenotipagem, foi colhida amostra de 
sangue da cauda dos camundongos e realizada eletroforese de hemoglobina em gel de 
poliacrilamida (a 32V, 150 min) para verificar a presença de hemoglobina S humana ou 
hemoglobina A murina (121). Em seguida, o gel foi corado com azul de Coomassie por 20 
min. A descoloração foi realizada com ácido acético a 7% e metanol a 30% diluídos em água, 
até que a coloração de fundo desaparecesse. Apenas as quimeras que não apresentaram 
hemoglobina murina foram utilizadas nos experimentos. 
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3.4.6 Desenho experimental do estudo do efeito de dieta hiperlipídica 
Para os experimentos com dieta hiperlipídica, os animais experimentais utilizados 
incluíram: 
1- Camundongos transgênicos para anemia falciforme “modelo Townes” (23), não 
transplantado (Townes); 
2- Camundongos quimera C57/Berk;  
3- Camundongos quimera C57/C57. 
Os experimentos em animais foram realizados de acordo com a Figura 5. 
 
Figura 5- Desenho experimental para estudo do efeito de dieta hiperlipídica. Os camundongos foram mantidos em 
confinamento recebendo dieta padrão ou hiperlipídica por 18 semanas. Assim que realizado o transplante, foi 
iniciado o tratamento com dieta hiperlipídica nos grupos correspondentes. n=4-12 por grupo, idade de início do 
tratamento oito semanas e final 26 semanas.   
 
 
Para o grupo padrão, foi utilizada dieta nuvilab e para o grupo hiperlipídico, foi utilizada 
dieta hiperlipídica proveniente da empresa Pragsoluções com a seguinte composição, 
conforme Tabela 1: 
 
Componentes % de composição 
Amido de milho 1,95 
Caseina 20 
Amido dextrinizado 15 
Sacarose 15 
Banha 35 
Óleo de soja 3 
Celulose microcristalina 5 
L cistina 0,3 
Bitartarato de colina 0,25 
BHT 0,0028 
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Mix mineral ain 93 3,5 
Mix vitaminico ain 93 1 
  Tabela 1-Composição da dieta hiperlipídica. Butil-hidroxitolueno (BHT) 
 
Após a 18º semana de tratamento, foram coletados por punção cardíaca 
aproximadamente 700µL de sangue em tubo contendo anticoagulante EDTA. No sangue total, 
foram quantificados eritrócitos, hemoglobina, leucócitos e plaquetas utilizando contador 
automatizado (Beckman Coulter AcT). 
O plasma foi utilizado para quantificação de heme total através de kit Quantichrome 
(Bioassay Systems) e concentrações de colesterol total por kit colorimétrico convencional 
Interteck (Katal). 
3.5 Modelo murino de indução de hemólise por fenilidrazina (PHZ) 
Como relatado anteriormente, a fenilidrazina (PHZ, do inglês phenylhydrazine) é capaz 
de oxidar a membrana celular das hemácias levando a hemólise intravascular (122). Um 
estudo prévio em nosso laboratório determinou que duas doses de 50mg/kg via intraperitoneal 
foram capazes de induzir a hemólise em camundongos (123), e esse protocolo foi utilizado 
em nossos experimentos. 
Foram coletadas amostras de sangue de camundongos controles (C57BL/6) antes de 
induzir a hemólise, em seguida a hemólise foi induzida por duas doses de PHZ (50mg/kg) com 
o intervalo de oito horas entre doses. Uma segunda coleta de sangue foi realizada após 48 
horas da indução (Figura 6), a fim de determinar se a hemólise aguda induz a alterações no 
perfil lipídico. 
Em uma segunda versão deste experimento, foi comparada a hemólise em 
camundongos controles C57BL/6 e camundongos knockout para receptor de LDL (LDLr-/-), 
que tem maiores níveis de LDL circulante, e realizada a coleta das amostras de sangue antes 
e após a hemólise (Figura 6). 
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Figura 6- Esquema do modelo murino de indução da hemólise intravascular aguda por fenilidrazina (PHZ).  
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4. Resultados 
 Os resultados correspondentes às análises de amostras de humanos foram aceitos 
para publicação na forma de artigo original e/ou como anais de congresso. Portanto, serão 
apresentados na forma de manuscrito publicado ou em submissão sob os itens 4.1. e 4.2., 
contendo também a discussão dos achados.  
Os resultados correspondentes aos modelos in vitro e in vivo, ainda inéditos, serão 
detalhados no item 4.3., e discutidos a seguir no item 5. 
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4.1 Manuscrito publicado no periódico Journal of Clinical Lipidology 
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Abstract  
Angiopoietin-like proteins (ANGPTL) are responsible for inhibiting lipoprotein lipase activity, 
and ANGPTL3 and ANGPTL4 deficiencies have been shown in to lower lipoprotein levels in 
animal models and in humans carrying loss-of-function mutations. Sickle cell anemia (SCA) is 
a hereditary hemolytic anemia characterized by vaso-occlusive crises and end-organ damage, 
which is curiously associated with hypocholesterolemia and low incidence of atherosclerosis 
whose underlying mechanisms are unclear. We hypothesized that ANGPTL3 and ANGPTL4 
dysregulation is responsible for the hypolipidemic phenotype in SCA. We measured circulating 
concentrations of ANGPTL3 and ANGPTL4 and correlated them with hemolytic biomarkers 
and lipoproteins in 40 patients with SCA and 30 control individuals (AA). The association 
between hemolysis and low cholesterol levels in SCA was confirmed along with surprisingly 
elevated levels of ANGPTL3 and ANGPTL4 in SCA plasma compared to AA. ANGPTL3 
correlated with hemolysis markers LDH and reticulocyte counts, while ANGPTL4 did not. Our 
data show a paradoxical increase in production of ANGPTL3 and ANGPTL4 in sickle cell 
anemia, which would be expected to cause hyperlipidemia, due to increased inhibition of 
lipoprotein lipase. ANGPTL3, exclusively produced by the liver, correlated with hemolysis 
markers, suggesting a possible compensatory mechanism through a hepatic response to 
hemolysis. Elevated ANGPTL4 may nevertheless be involved in protection of SCA patients 
against atherosclerosis. Further investigation of the dysregulation of lipid metabolism in SCA 
is warranted.   
 
Keywords: atherosclerosis, sickle cell disease, cholesterol, hemolysis, dyslipidemia   
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Introduction 
It has been known for several decades that high levels of circulating cholesterol is one of the 
main risk factors for the development of atherosclerosis (1, 2). Therefore, there is an 
understandable interest in dissecting mechanisms that can be harnessed to reduce cholesterol 
(3). 
Sickle cell anemia (SCA) is a homozygotic hereditary anemia characterized by a point mutation 
that causes the production of the variant hemoglobin S, with intense chronic hemolysis and 
characteristic vaso-occlusive crises and end-organ damage (4). Despite the chronic 
endothelial dysfunction in SCA, patients are rarely reported to suffer myocardial infarction, 
stroke is not associated with atherosclerotic plaques, and SCA patients have repeatedly been 
reported to have hypocholesterolemia (5, 6), whose underlying mechanism is still unclear. 
Angiopoietin-like proteins (ANGPTLs) are a family of regulators of angiogenesis unable to bind 
to receptors classically targeted by angiopoietins (7), and its members are numbered from 
ANGPTL1 to ANGPTL8. ANGPTL3 and ANPTL4 are particularly noteworthy because they are 
involved in lipid metabolism (8) as inhibitors of lipoprotein lipase (LPL), being able to decrease 
the release of triglycerides into circulation (7). A mouse knockout model of ANGPTL4 was 
shown to have low cholesterol levels, and patient with a loss-of-function mutation in ANGPTL3 
present with familial combined hypolipidemia with increased lipoprotein lipase activity (9, 10). 
Since lipoprotein levels in SCA correlate with hemolysis markers (11), we hypothesized that 
hemolysis could be causing hypocholesterolemia by dysregulating ANGPTL production. We 
aimed to determine the concentrations of circulating ANGPTL3 and ANGPTL4 and correlate 
with hemolysis markers and lipoproteins circulating in patients with sickle cell anemia (SCA) 
and healthy individuals (AA). 
Material and methods 
Subjects 
This study is an extension of an earlier published study where we show different data from 
some individuals described here (11). Briefly, patients with sickle cell anemia (SCA) and control 
individuals (AA) were invited to participate in the study at the Hematology and Hemotherapy 
Center of the University of Campinas - UNICAMP - Campinas, Brazil. All participants 
authorized inclusion in the study in writing, by consent form as approved by the local ethics 
committee, (approval number 32051214.5.0000.5404). Sickle cell anemia was diagnosed by 
hemoglobin electrophoresis and confirmed by high-performance liquid chromatography 
(Variant II, Bio Rad). All patients were in a stable state with no history of sickle cell pain crisis 
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or blood transfusion in the last 3 months, pregnancy and nor were they under treatment with 
lipid-lowering drugs such as statins. Control individuals with normal blood counts and no 
hemoglobinopathy but found to have a cholesterol level greater than or equal to 200mg/dL 
were excluded from the study. 
Hematological indices 
We collected whole blood samples in EDTA (K3 EDTA - Greiner Bio-One) tubes for complete 
blood counts on an automated hematological analyzer (ADVIA 2120i, Siemens). 
Biochemical analyses  
Immediately after to collection of blood samples were centrifuged at 1500g for 15 min. Through 
an automatic biochemical analyzer (Evolution Modular, Hitachi/Roche), we measured total 
cholesterol (CT), high density lipoprotein (HDL), lactate dehydrogenase and total bilirubin. Low 
density lipoprotein (LDL) was calculated by the Friedewald equation (12). We determined 
serum ANGPTL3 and ANGPTL4 by commercially available ELISA kits (R&D Systems, USA). 
Statistical analyses 
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, 
CA), t test, Mann-Whitney test, and Spearman correlation test were applied as appropriate. A 
P-value below 0.05 was considered statistically significant 
 
Results 
In this study, 30 control subjects (AA) and 40 with sickle cell anemia (SCA) were included. The 
demographic characteristics, hematologic parameters, hemolytic biomarkers and lipid 
measurements are shown in Table 1. We found no significant differences in age or gender, but 
body mass index was significantly higher in the AA population. 
Typical hemolytic markers used in clinical practice, such as LDH, bilirubin, and reticulocyte 
count were increased in SCA compared to AA (P=0.0001), as expected. Levels of total 
cholesterol and circulating fractions (LDL and HDL) were decreased compared to AA 
(P≤0.001). 
ANGPTL3 and ANGPTL4 levels were both found to be significantly elevated in SCA compared 
to AA (Figure 1), but as shown in Table 2, only ANGPTL3 correlated with hemolytic biomarkers, 
and with HDL. ANGPTL4 did not correlate with hemolysis or lipids. 
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Discussion 
In this study, we investigated ANGPTL3 and ANGPTL4 production and its association with 
lower levels of cholesterol found in patients with sickle cell anemia.  
Contrary to our expectations, we found elevated levels of ANGPTL3 and ANGPTL4 in patients 
compared to control subjects. We also found that ANGPTL3 correlates positively with 
hemolytic markers and negatively with HDL, but ANGPTL4 does not correlate with either 
hemolysis or lipid levels. 
Correlation between serum cholesterol concentrations and erythropoietic activity has been 
observed not only in SCA, but also in other hemolytic anemias (13). Although it is suggested 
that the pool of plasma cholesterol is consumed for new membrane synthesis by the increased 
demand in the production of erythrocytes generated by hemolysis (14), another study has 
shown in patients with hypoproliferative anemias of different causes that cholesterolemia 
correlates with hematocrit levels, accompanying fluctuations secondary to blood transfusions 
or replacement of iron and cobalamin in the nutritional anemias (5). Therefore, erythropoietic 
activity by itself cannot be regarded as the sole driver of cholesterol availability in circulation, 
which has led to our hypothesis that ANGPTL production could be dysregulated and influence 
circulating lipoproteins.  
ANGPTL3 and ANGPTL4 are inhibitors of lipoprotein lipase which is responsible for the 
hydrolysis of circulating lipoproteins (15) and thus, has become a pharmacological target in 
the treatment of dyslipidemia (16, 17).  
With increase in ANGPTL3 and 4, greater inhibition of LPL is expected, with higher 
concentrations of circulating cholesterol, as already reported in metabolic diseases (18, 19). 
However, this is paradoxical to our finding of hypocholesterolemia in SCA patients. It is even 
more surprising that the correlation between ANGPTL3 and HDL is negative, highlighting that 
the relationship between LPL activity and cholesterol is disrupted in SCA. These data are 
strikingly different from those found in subjects with metabolic syndrome (20), in whom 
ANGPTL4 is negatively correlated with LDL and HDL, while ANGPTL3 is positively associated 
with lipoproteins.  
ANGPTL4 can be synthesized by the liver, adipose tissue, brain, intestine, thyroid, kidney, and 
heart, but ANGPTL3 can be regarded as a hepatokine, since it is exclusively produced by the 
liver (7). Only ANGPTL3 correlated with hemolysis and HDL, which suggests that the stimulus 
generated by hemolytic anemia for the overproduction of these ANGPTLs may be mostly 
perceived by hepatic cells. This response may stem from hemolysis causing tissue hypoxia 
due to anemia, nitric oxide depletion, or scavenging of heme and hemoglobin by haptoglobin 
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and hemopexin, amongst other effects, and may impact hepatocytes, Kupffer cells, or hepatic 
endothelial cells, but the exact mechanisms and cells involved remain to be determined. 
Elevated ANGPTL4 may also be an unexpected contributor to decrease atherosclerosis in 
SCA patients. Previous evidence has shown that ANGPTL4 deficiency in hematopoietic stem 
cells promotes atherosclerosis progression, so that increase in ANGPTL4 may help suppress 
lipid overloading in macrophages and reduce the generation of foam cells (21). In addition to 
hypocholesterolemia, this may be an additional protective mechanism for SCA patients against 
the formation of atherosclerotic plaques.  
Limitations of this study include the small number of patients studied, which may have limited 
the statistical power to detect more subtle correlations. We have not been able to control 
subject recruitment for other risk factors for dyslipidemia, such as obesity, fat-rich diets, or 
genetic predisposition for familial dyslipidemias. Our experimental design precludes drawing 
conclusions about causality, but allows the generation of novel hypotheses that can be 
explored in future mechanistic studies on the pathophysiology lipid metabolism in hemolytic 
anemias.  
In summary, we show that the production of lipoprotein lipase inhibitors is dysregulated in 
hypocholesterolemia associated with sickle cell anemia, with a paradoxical increase of  
ANGPTLs. The relationship between ANGPTLs and their effects on lipoproteins is complex, 
and new studies should determine whether this mechanism is compensatory or driven by the 
overproduction of toxic products generated by hemolysis in sickle cell anemia. 
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Figure legend 
 
Figure 1. Circulating angiopoietin-like protein 3 (A) and 4 (B) levels in serum of healthy 
individuals (AA) and patients with sickle cell anemia (SCA). ***P≤0.0001, Mann-Whitney test. 
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Table 1. Characteristics and laboratory parameters of the study population. 
 
 
Healthy 
Subjects (AA) 
(n=30) 
Sickle cell 
anemia (SCA) 
(n=40) 
P 
Female gender, (%) 8 (27) 19 (46) >0.05 
Age (range), y 35 (18-66) 36 (18-55) >0.05 
BMI, kg/m2 27 (22-39) 21 (15-28) * 0.0001 
Hemoglobin, g/dL 15 (12-18) 9 (5-12) * 0.0001 
Reticulocyte, x103/µL 98 (43-155) 353 (80-625) * 0.0001 
Total Bilirubin, mg/dL 0.6 (0.4-1.7) 2.4 (0.7-7) * 0.0001 
Lactate dehydrogenase, U/L 144 (95-201) 827 (317-1761) * 0.0001 
Total cholesterol, mg/dL 174 (119-196) 117 (72-184) * 0.0001 
LDL, mg/dL 97 (21-143) 59 (15-116) * 0.001 
HDL, mg/dL 45 (30-66) 37 (20-78) * 0.001 
BMI, body mass index; LDL, low density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein. *comparison with 
healthy subjects; P-values refer to analysis of variance (Mann-Whitney). All biochemical parameters 
measured in serum. Data show median and range.  
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Table 2. Correlations among angiopoietin-like proteins 3 and 4 levels and laboratory 
parameters. 
 
Correlation with ANGPTL3 rS 95% CI P  
Reticulocyte count 0.4 0.08 to 0.6 0.008 
Lactate dehydrogenase 0.4 0.1 to 0.6 0.006 
Total bilirubin 0.5 0.2 to 0.7 0.0002 
Total cholesterol -0.2 -0.5 to 0.06 >0.05 
Low density lipoprotein -0.2 -0.5 to 0.03 >0.05 
High density lipoprotein -0.4 -0.6 to -0.1 0.006 
Correlation with ANGPTL4    
Reticulocyte 0.1 -0.1 to 0.4 >0.05 
Lactate dehydrogenase 0.2 -0.06 to 0.4 >0.05 
Total bilirubin 0.1 -0.1 to 0.4 >0.05 
Total cholesterol -0.2 -0.4 to 0.08 >0.05 
Low density lipoprotein -0.1 -0.3 to 0.2 >0.05 
High density lipoprotein -0.2 -0.4 to 0.07 >0.05 
CI, confidence interval; rS, correlation coefficient using Spearman correlation test. 
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4.3. Resultados adicionais 
 
4.3.1 A hemólise induzida por PHZ não reduz as concentrações de colesterol 
circulante em camundongos C57BL/6 
 
 
A fim de determinar se a hemólise causa diminuição do colesterol circulante, utilizamos 
camundongos controles C57BL/6 (C57) para verificar se a hemólise intravascular aguda 
induzida por PHZ poderia levar a hipocolesterolemia após 48 horas. 
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Figura 7- Níveis de hemoglobina (A), contagens de hemácias (B) e concentração plasmática de colesterol total (C) 
antes (basal) e 48 horas após indução da hemólise aguda por fenilidrazina (PHZ) em camundongos C57BL/6, n=4-
8 por grupo. Teste t Wilcoxon (significativo, P≤0,05*). NS, não significativo. 
 
 
Na Figura 7, observamos que a dose de PHZ utilizada em nosso estudo foi capaz de 
induzir a hemólise em camundongos C57, diminuindo níveis de hemoglobina e hemácias. No 
entanto, a hemólise aguda induzida não se associou a redução dos níveis de colesterol total 
circulantes na comparação entre antes e após a hemólise. 
 
4.3.2 Camundongos Townes e quimeras C57/Berk não apresentam hipocolesterolemia, 
nem aumento de colesterol após a indução com dieta rica em gordura 
 
Camundongos quimeras controles (C57/C57), falciformes (C57/Berk), e transgênicos 
Townes foram confinados por 18 semanas com dieta padrão ou hiperlipídica. 
Como esperado, encontramos níveis de hemoglobina e hemácias (Figura 8-A e B 
respectivamente, Anova P≤0,0001) diminuídos em camundongos C57/Berk ou Townes 
comparado a camundongos C57/C57, independentemente da dieta de confinamento. Por 
outro lado, os níveis de heme circulante não foram diferentes entre os grupos estudados 
(Figura 8-C, P=0,9). 
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Figura 8- Níveis de hemoglobina (A), hemácias (B), heme total (C) e colesterol total (D), e peso do baço (E) em 
camundongos quimeras controles que receberam medula de C57BL/6 (C57/C57), quimeras que receberam 
medula de modelo falciforme Berkeley (C57/Berk) e camundongos transgênicos falciformes modelo Tim Townes 
(Townes) submetidos a confinamento 18 semanas com dieta padrão (verde) ou hiperlipídica (vermelho). Análise 
de variância com pós-teste de Tukey, significativo quando P≤0.05. *P=0,05, **P=0,01 ***P=0,0001, n=4-12 por 
grupo. 
 
 
Os níveis de colesterol total nos camundongos tratados com dieta rica em gordura 
(Figura 8-D) não se elevaram comparado a camundongos que receberam a dieta padrão 
(P=0,7), notamos que os achados em camundongos não reproduzem a hipocolesterolemia 
encontrada nos humanos, uma vez que quando comparamos apenas os animais C57/C57 
versus os animais com anemia falciforme não há diminuição do colesterol total (P=0,7), 
entretanto camundongos C57/Berk ou Townes utilizados neste estudo apresentam aumento 
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do baço comparado a camundongos C57/C57 independente das dietas (Anova P≤0,0001), 
Figura 8-E. 
Como não verificamos o aumento do colesterol e consequentemente das lipoproteínas 
em camundongos que foram confinados com dieta hiperlipídica passamos a considerar outras 
possibilidades, entre elas utilizar células endoteliais induzidas por hemina associada a LDL, 
além disso, partir de um novo background utilizando camundongos com maiores 
concentrações de colesterol como no caso dos camundongos knockout para receptor de LDL 
(LDLr-/-) associado a hemólise aguda induzida por PHZ. 
 
4.3.3 A produção de interleucina-6 por células endoteliais humanas em cultura tratada 
com LDL e hemina diminui, mas a produção de interleucina-8 aumenta. 
 
 
Utilizamos culturas de células endoteliais de veias umbilicais humanas (Huvecs) como 
modelo de endotélio para avaliar a resposta de produção de citocinas endoteliais frente a 
estímulo com heme. Nesse experimento, o objetivo foi verificar se a LDL, por ter alta afinidade 
a heme, seria capaz de inibir a ativação endotelial por hemina em concentração semelhante 
a encontrada em pacientes com DF (60µM) e reduzir a produção de citocinas inflamatórias IL-
6 e IL-8.  
A hemina foi capaz de induzir a produção de IL-6 pelas células endoteliais (P<0,05) 
comparado a células expostas apenas aos veículos. Quando combinamos o tratamento de 
hemina com LDL observamos a diminuição da concentração de IL-6 no sobrenadante das 
células endoteliais comparado ao veículo, LPS, hemina ou apenas a LDL, (Anova, P=0,004, 
Figura 9-A).  
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Figura 9- Níveis de IL6 e IL8 em sobrenadantes de cultura de células endoteliais de veias umbilicais humanas 
(Huvecs) submetidas a tratamento com veículo, lipopolissacáride, hemina, LDL, e combincação hemina com LDL 
por 24horas, a 37ºC, (5% CO2), n=4/grupo, passagens das células entre 2 e 4. Análise de variância com pós-teste 
de Tukey, P significativo quando ≤0,05. *P=0,05, **P=0,01 ***P=0,0001.  
 
 
Verificamos que tanto o LPS, quanto a hemina, não foram capazes de induzir a 
produção de IL8 comparado ao veículo. No entanto, a hemina combinada a LDL ou a LDL 
isolada foram capazes de induzir a produção de IL8 quando comparado a qualquer uma das 
demais incubações, veículos, LPS ou hemina (Anova P≤0,0001 Figura 9- B). 
 
4.4.4 Camundongos com níveis maiores de colesterol circulante apresentam menos 
anemia e menores níveis de heme quando submetidos a hemólise intravascular  
 
Para avaliar se a quantidade de LDL circulante poderia proteger contra o heme gerado 
por hemólise intravascular, utilizamos o protocolo de hemólise intravascular aguda induzida 
por PHZ em camundongos C57BL/6 (C57) e camundongos knockout para receptor de LDL 
(LDLr-/-), que tem níveis maiores de LDL devido a transgênese, que inibe a captação de LDL 
pelo fígado.   
Primeiramente determinamos os níveis de colesterol, e confirmamos concentrações 
maiores de colesterol total em camundongos LDLr-/- comparado a camundongos C57; P=0,01 
(Figura 10-A). 
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Figura 10-  Concentrações de colesterol total (A), hemoglobina (B) e heme total (C) em amostras de sangue total 
ou plasma de camundongos controles C57BL/6 (C57, em vermelho) e em camundongos Knockout para receptor 
de LDL (LDLr-/-, em amarelo) submetidos a hemólise por PHZ, e as concentrações basais e após a hemólise de 
LDL oxidada (D) e interleucina 6 (E) em camundongos LDLr-/-. Test T Mann-Whitney-Wilcoxon, significativo 
(P≤0,05) *P=0,05, **P=0,01; n= 4-6 por grupo. 
 
 
Como esperado, constatamos níveis menores de hemoglobina quando comparados 
com os do experimento descrito na Figura 7-A, sem hemólise.   Observamos que os 
camundongos C57 ficaram levemente mais anêmicos que os LDLr-/- (P=0,05) após tratamento 
com PHZ (Figura 10- B). Constatamos que camundongos LDLr-/- apresentaram menores 
níveis de heme total comparado a C57 (Figura 10-C, P=0,009). Entretanto, quando 
analisamos apenas camundongos LDLr-/- antes (Basal) e após a hemólise com fenilidrazina 
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(PHZ), verificamos um aumento significatico da oxidação da LDL (Figura 10-D, P=0,03), bem 
como o aumento da IL-6, (P=0,03, Figura 10-E) nos camundongos após a hemólise. Os níveis 
maiores de colesterol podem estar ligados a diminuição do heme total circulante, mas a 
oxidação da LDL ainda ocorre, e presença de LDLox pode estar relacionada com a 
persistência da resposta com produção de IL-6. 
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5. Discussão  
Nas duas primeiras partes deste estudo, exploramos o perfil lipídico e sua relação com 
a hemólise em amostras de pacientes com doenças falciformes. Foram estudados três perfis 
de indivíduos: controles, com hemoglobinopatia SC e com anemia falciforme. Na parte final, 
exploramos modelos de células endoteliais (HUVECs), modelos de camundongos com 
anemia falciforme (Townes e Berkeley) e modelos de hemólise aguda induzida por 
fenilidrazina com níveis de colesterol elevados (LDLr-/-) ou normolipidêmicos (C57BL/6) para 
investigar como a hemólise influencia a biodisponibilidade de lipoproteínas, e como as 
lipoproteínas podem interferir na resposta a hemólise.  
Verificamos que as concentrações diminuídas de colesterol circulante em pacientes 
comparadas às de indivíduos saudáveis em nossa população estão de acordo com estudos 
prévios (110, 124) relatando que, em situações de hemólise crônica, há a diminuição de 
colesterol circulante. 
Encontramos maiores níveis de heme circulante em pacientes com anemia falciforme, 
o que era esperado pelo grau de hemólise, porém nossos valores absolutos foram maiores 
que os descritos na literatura (26, 125). Uma possível explicação para essa discrepância seria 
a utilização de métodos diferentes de quantificação de heme circulante entre os estudos. Por 
outro lado, os níveis de hemopexina determinados foram semelhantes, corroborando dados 
anteriores da literatura (51) que haviam demonstrado que níveis de hemopexina são 
diminuídos em pacientes com anemia falciforme. 
Encontramos em lipoproteínas isoladas de amostras de pacientes, que o heme tem 
maior afinidade pela LDL comparado a HDL. Estudos cinéticos in vitro haviam demonstrado 
que a LDL é a primeira proteína que se liga a hemina (69). Portanto, obtivemos resultados em 
amostras ex vivo confirmando o que foi predito in vitro. Também observamos que os pacientes 
com maior quantidade de heme apresentam maiores níveis de LDLox relativa a LDL total 
circulante comparado a indivíduos saudáveis, o que confirma os estudos in vitro de que heme 
é capaz de oxidar a LDL gerando LDLox. 
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Além dos níveis de heme nas lipoproteínas, também caracterizamos pela primeira vez 
o conteúdo de hemopexina em lipoproteínas isoladas do plasma de pacientes com anemia 
falciforme, e verificamos que a hemopexina circula fisiologicamente em associação com a 
HDL. Uma vez que HDL isolada de pacientes possui menores concentrações de hemopexina 
comparado a indivíduos saudáveis, deduzimos que a hemólise crônica pode consumir o 
conteúdo de hemopexina desse tipo de partícula. Embora as concentrações de hemopexina 
sejam menores em HDL de pacientes, este resquício ainda pode ser capaz de inibir a 
formação de HDL pró-inflamatória, que não foi observada na anemia falciforme por outros 
pesquisadores (116, 117). 
Como relatado anteriormente, os níveis de colesterol nos pacientes com doença 
falciforme são diminuídos comparados com indivíduos saudáveis, porém o mecanismo da 
hipocolesterolemia associada a hemólise crônica ainda não é claro. Estudos anteriores 
sugereriram que um aumento compensatório na produção de eritrócitos levaria a uma 
utilização elevada de fosfolípides plasmáticos para a síntese de novas membranas 
eritrocitárias (109). Mais recentemente, relatos sobre as correlações entre colesterol e 
biomarcadores clássicos de hemólise como LDH, contagem de reticulócitos e níveis de 
bilirrubina em pacientes com doença falciforme têm sido controversos (107, 126), mas 
sugerem que a produção de colesterol diminui com a hemólise. 
Investigou-se aqui se as proteínas angiopoietinas-like 3 e 4, que estão envolvidas no 
metabolismo lipídico, poderiam estar relacionadas à diminuição do colesterol de indivíduos 
com doença falciformes, e encontramos altos níveis de ambas proteínas em pacientes com 
anemia falciforme comparados a indivíduos saudáveis. A deficiência de ANGPLT3 leva a 
aumento da atividade e massa da LPL e baixos níveis de ácidos graxos livres circulantes, com 
níveis reduzidos de todas as lipoproteínas (97, 98). A ANGPTL4 também inibe a enzima LPL 
que hidrolisa os triglicérides de QM e VLDL. Portanto, o aumento destas proteínas 
angiopoietinas-like leva ao aumento da inibição das LPL (101), com menor atividade hidrolítica 
e aumento de colesterol circulante. Assim, nossos resultados são surpreendentes, ao 
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observarmos um aumento paradoxal das proteínas angiopoietinas-like 3 e 4 em associação 
com a hipocolesterolemia na anemia falciforme. Este é o primeiro estudo a quantificar os 
níveis dessas proteínas em pacientes com anemia falciforme, e aponta para uma 
desregulação do metabolismo lipídico majoritariamente mediada por uma possível resposta 
hepática à hemólise, que poderia ser compensatória a um outro mecanismo responsável pela 
redução das lipoproteínas. Novos estudos serão necessários para determinar qual 
mecanismo é esse.   
Estudos anteriores e o nosso estudo de pacientes (107, 116, 127) mostraram 
correlação entre níveis diminuídos de colesterol com marcadores hemolíticos. Por isso, 
induzimos a hemólise aguda em camundongos controles C57BL/6 (C57) a fim de verificar se 
há uma relação temporal entre a ocorrência de hemólise e diminuição do colesterol, o que 
não se confirmou. Nossos dados mostram que a fenilidrazina foi eficaz em induzir hemólise 
e, embora anemia por indução da hemólise aguda por PHZ seja mais grave do que a 
encontrada cronicamente em camundongos com doença falciforme (123), não há uma 
diminuição de colesterol total circulante. O mesmo foi verificado em um estudo com 
camundongos hipercolesterolemicos knockout para Apo E tratados com fenilidrazina (2,50 
mg/100g de peso corporal) a cada 48 h durante 10 semanas (128), mostrando que, tanto a 
hemólise agressiva aguda induzida em nosso estudo em camundongos normolipidemicos, 
bem como a hemólise consecutiva em camundongos hipercolesterolêmicos não reduziu os 
níveis de colesterol. Assim, nos modelos murinos estudados, não há associação entre 
gravidade de anemia e colesterol, nem há mudança aguda do perfil lipídico secundária a um 
súbito aumento da atividade da medula óssea em resposta a hemólise.  
Os experimentos com grupos de camundongos quimeras controles (C57/C57) e com 
anemia falciforme (C57/Berk) ou Townes para induzir o aumento de lipoproteínas mostraram 
que a modificação da dieta não gerou aumento das lipoproteínas em camundongos tratados 
com dieta hiperlipidica se comparados com camundongos que receberam dieta padrão. Uma 
descrição anterior que utilizou camundongos C57BL/6 não transplantados, tratados com dieta 
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hiperlipidica por 14 semanas (119), encontrou um aumento nas concentrações de colesterol 
total comparado a camundongos tratados com dieta padrão (143 vs 88mg/dL 
respectivamente). É interessante notar que encontramos níveis de colesterol mais altos que 
esses já nos camundongos que receberam a deita padrão, acima de 150mg/dL. Além disso, 
a expectativa era de que pelo menos o grupo de quimeras C57/C57 apresentasse o mesmo 
comportamento, respondendo a dieta hiperlipídica. Uma possível explicação seriam 
diferenças entre as dietas utilizadas. A gordura é o principal componente da dieta hiperlipidica 
que utilizamos para viabilizar o aumento do colesterol plasmático em camundongos. A 
diferença entre a composição da dieta utilizada em nosso estudo é muito pequena em relação 
à utilizada em camundongos não submetidos a transplante. Utilizamos quantidade de gordura 
correspondente a 35% da composição da dieta enquanto uma dieta rica em gordura em 40% 
da composição foi descrita como indutor do aumento do colesterol total e de LDL em 
camundongos C57BL/6 fêmeas durante a gestação, e o aumento inclusive foi transferido para 
os filhotes que nasceram destas matrizes (129). 
Outra possibilidade seria o transplante de medula que utilizamos para os 
camundongos C57/C57 ou C57/Berk ser um interferente na indução do metabolismo lipídico. 
No entanto, os camundongos Townes não foram transplantados, tem em parte o mesmo 
background C57BL/6 e, mesmo assim, não apresentaram aumento de colesterol no grupo 
tratado com dieta hiperlipídica. Não se pode excluir a possibilidade de haver alguma 
resistência a flutuações do metabolismo lipídico nesse modelo, ou mesmo, que isso seja 
atribuível a diferenças inerentes entre os metabolismos lipídicos humano e murino. 
As manifestações básicas da anemia hemolítica, tais como a diminuição da 
hemoglobina, hemácias e aumento do baço foram verificadas em nossos experimentos de 
camundongos com anemia falciforme comparados a camundongos controles. Entretanto, não 
se detectou diferença significativa nos níveis de heme circulante, que eram esperados devido 
a hemólise nos camundongos com anemia falciforme. Estudos prévios (130, 131) 
encontraram níveis de heme parecidos com os encontrados em nosso estudo, mas não 
72 
 
 
 
haviam sido relatados níveis de heme em camundongos sem anemia falciforme para 
comparação. Isso sugere também que os mecanismos de defesa que controlam a 
concentração de heme circulante podem ser diferentemente ativados no camundongo em 
comparação com humanos, o que limita o uso desse tipo de modelo para estudar a 
importância do heme na fisiopatologia das DF.  
Uma outra limitação de estudar a anemia falciforme em camundongos é que esses 
modelos possuem o esplenomegalia, contrariamente a pacientes, que são em sua maioria 
autoesplenectomizados por infartos esplênicos sucessivos na infância. Nossos dados apoiam 
que os camundongos com AF apresentam o baço aumentado em até três vezes em 
comparação a camundongos controles, e como o baço auxilia no catabolismo das hemácias 
senescentes também realizada pelo fígado (132), especulamos que essa observação possa 
ser relevante. É possível que com a preservação da função esplênica e permanência da 
divisão fisiológica de função entre o baço e o fígado, o fígado não sofra tanta sobrecarga 
funcional pela hemólise crônica, podendo compensar melhor os efeitos da hemólise com uma 
produção relativamente maior de proteínas de proteção contra hemólise, tais como 
hemopexina, haptoglobina, e mesmo as lipoproteínas, levando a melhor controle dos níveis 
de heme em circulação. Isso poderia justificar também a normocolesterolemia nos 
camundongos com anemia falciforme, uma vez que, com concentrações mais controladas de 
heme, haveria menor oxidação das lipoproteínas, reduzindo a quantidade de lipoproteínas 
oxidadas que seriam retiradas de circulação e que gerariam uma hipocolesterolemia absoluta. 
Isso também é corroborado pelos dados observados nos pacientes com hemoglobinopatia 
SC, que tem menor hemólise e frequentemente tem o baço preservado e aumentado, que não 
apresentam hipocolesterolemia tão intensa quanto os pacientes com AF.  
Em relação à interpretação dos experimentos sobre a resposta do endotélio a heme, 
temos que considerar que o endotélio vascular é um sistema celular complexo que muda ao 
interagir com o ambiente, variando entre estável e ativado (133). Quando ativadas, as células 
endoteliais são pró-inflamatórias, aumentam o recrutamento e a adesão de leucócitos através 
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da exposição de moléculas de adesão, tais como VCAM-1 e ICAM-1, e liberam citocinas, tais 
como as interleucinas 6 e 8 (134). Essa resposta é crítica para o remodelamento vascular e a 
erradicação de patógenos ou toxinas, mas quando persistente e combinada a outros fatores, 
pode favorecer processos como a vaso-oclusão nas doenças falciformes. 
A capacidade de ativação de hemina e LPS de induzirem o fator de transcrição NF-κB 
e, consequentemente, a ativação inflamatória em células endoteliais já foi descrita (28). No 
entanto, não verificamos a produção de IL-6, nem de IL-8 em sobrenadante de células 
endoteliais induzidas por LPS. Diferenças entre linhagens poderiam justificar este resultado 
que obtivemos. Entretanto, nosso resultado é contrário a outro estudo que induziu células 
endoteliais e também macrófagos utilizando LPS e verificou aumento significativo de IL-6, IL-
8 e TNF-α no sobrenadante celular (135). 
Nos experimentos realizados, a hemina foi capaz de induzir a produção de IL-6, porém 
não induziu a produção de IL-8. Quando associamos hemina com a LDL, obtivemos a inibição 
da produção de IL-6 e o aumento da IL-8 em relação ao veículo. Tanto a hemina, quanto a 
LDL oxidada, que pode ter gerada in vitro pela ação da hemina sobre a LDL, são ativadores 
de respostas inflamatórias via ativação de TLR4 (28, 136). Nossos resultados mostram que a 
junção da hemina com a LDL leva a diminuição da produção endotelial de IL-6. Mais estudos 
devem ser realizados futuramente para explorar se a ligação da hemina com a LDL ativa 
outros receptores além de TLR4, tais como o CD91/LRP1, e consequentemente, pode causar 
uma ativação mais potente de respostas antioxidante e anti-inflamatória pela heme oxigenase-
1, através da reciclagem do ferro, produção de bilirrubina e monóxido de carbono (31). A LDL 
utilizada em nosso estudo é obtida comercialmente e induziu um aumento na produção da IL-
8. Contudo, uma vez que a LDL é uma molécula suscetível a oxidação, uma das limitações 
desse experimento foi que a possibilidade de essa lipoproteína estar parcialmente oxidada 
não foi excluída (137). 
A fim de verificar se concentrações de colesterol maiores in vivo poderiam proteger 
contra os efeitos da hemólise aguda, estudamos os efeitos da PHZ em camundongos 
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hipercolesterolêmicos LDLr-/- e comparamos com camundongos normolipidêmicos C57BL/6. 
Ainda que maiores que nos C57BL/6, os níveis de colesterol total basais nos camundongos 
LDLr-/- foram menores do que em relatos anteriores do mesmo modelo (119, 138), 
possivelmente relacionados à menor idade dos camundongos que utilizamos (8 semanas) do 
que em alguns estudos, que utilizaram camundongos com 12-14 semanas (138, 139). Além 
disso, os animais LDLr-/- não receberam dieta hiperlipídica para estimular o aumento do 
colesterol como comumente feito. Ainda assim, pudemos utilizar camundongos com níveis de 
colesterol duas vezes maiores que os de camundongos controles.  
Os camundongos com maiores concentrações de colesterol (LDLr-/-) também 
mostraram ser levemente mais resistentes a hemólise causada por PHZ, mantendo uma 
concentração de hemoglobina maior que os controles normocolesterolêmicos, e níveis muito 
menores de heme total circulante após PHZ. Isso pode ser justificado pela capacidade de 
ligação entre heme e LDL (31), auxiliando na retirada de circulação do heme produzido pela 
hemólise, resultando em uma relativa proteção contra o excesso de heme circulante. Nossos 
dados confirmam oxidação de LDL no modelo LDLr-/- tratado com PHZ. A oxidação desta 
lipoproteína pelo heme poderia favorecer a captação da LDLox por macrófagos que 
apresentam a expressão de receptores como CD91/LRP1. Assim, a maior disponibilidade de 
LDL leva a mais substrato para geração de LDLox que, captada pelos macrófagos, leva a 
menores níveis de heme circulantes (efeito potencialmente benéfico). Todavia, os macrófagos 
podem ficar sobrecarregados de colesterol oxidado, tornando-se células espumosas e 
favorecendo o início da formação da placa aterosclerótica (efeito potencialmente nocivo) 
(140). 
Nossos dados mostram que a hemólise causada por PHZ induziu inflamação e a 
oxidação, mais precisamente através do aumento de IL-6 e LDL oxidada. É interessante notar 
que esses dois componentes participam no desenvolvimento da disfunção vascular na 
aterosclerose (141, 142). No entanto, um trabalho prévio que utilizou camundongos 
hipercolesterolêmicos (knockout para ApoE) que foram transplantados recebendo a medula 
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de camundongos com doença falciforme (Townes) (143), mostrou que camundongos 
anêmicos podem estar protegidos do desenvolvimento da aterosclerose, sugerindo um 
importante papel anti-inflamatório e antioxidante da heme-oxigenase1 nesses modelos. 
Portanto, há uma diferença fisiopatológica relevante entre os efeitos da hemólise aguda vista 
aqui, que potencialmente favorecem aterosclerose, e os efeitos da hemólise crônica, que 
parecem reduzir aterosclerose. 
Novos estudos são necessários para esclarecer o comportamento do metabolismo das 
lipoproteínas em situações hemolíticas, e as diferenças entre os modelos de doença 
falciforme murino com a doença em humanos são limitações para esse estudo. O aumento 
de lipoproteínas circulantes em pacientes com doenças falciformes poderia ser benéfico por 
reduzir a quantidade de heme livre e limitar sua toxicidade. No entanto, o aumento da oxidação 
das lipoproteínas, principalmente da LDL, poderia levar a uma maior predisposição ao 
desenvolvimento da aterosclerose pela maior disponibilidade de colesterol para a formação 
de células espumosas. Isso pode ser indesejável na prática clínica, a longo prazo, 
considerando-se o aumento progressivo da sobrevida desses pacientes. Ainda não se sabe 
se o próprio mecanismo envolvido na redução do colesterol circulante nas DF pode também 
ser o protetor contra a aterosclerose, e nem é sabido se isso se traduz em benefício real para 
a saúde cardiovascular desses pacientes. 
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6. Conclusões 
 
• Níveis anormalmente baixos de lipoproteínas em pacientes com doenças 
falciformes se correlacionam com marcadores de hemólise, e em particular 
com níveis de hemopexina.  
• Em humanos, a hemopexina se encontra em maior concentração na HDL, 
enquanto heme se associa mais a LDL, e pacientes com anemia falciforme 
apresentam depleção da hemopexina ligada a HDL.  
• As concentrações de proteínas angiopoietinas-like 3 e 4 estão paradoxalmente 
elevadas em pacientes com doenças falciformes com hipocolesterolemia, e a 
hemólise aguda intravascular em modelo murino não foi capaz de induzir 
hipocolesterolemia, sugerindo que a hipocolesterolemia nas doenças 
falciformes não é causada por modulação da lipase lipoproteica ou por efeito 
direto da hemólise intravascular.  
• No modelo de cultura celular endotelial, a incubação com LDL reduziu a 
produção de IL-6 induzida por hemina, porém promoveu indução de IL-8, 
sugerindo efeitos ambíguos das lipoproteínas sobre a resposta endotelial a 
heme.  
• Camundongos C57BL/6 e modelos transgênicos para anemia falciforme 
Berkeley e Townes não apresentam anormalidades no colesterol circulante e 
não apresentam elevação dos níveis de colesterol quando tratados com dieta 
hiperlipídica, sugerindo a existência de diferenças significativas entre o 
metabolismo lipídico murino e humano.  
• Camundongos com níveis maiores de colesterol (LDLr-/-) apresentaram 
menores níveis de heme circulante após indução de hemólise aguda por 
fenilidrazina que camundongos normocolesterolêmicos (C57BL/6), porém a 
oxidação das lipoproteínas e resposta inflamatória foram maiores. 
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7. Considerações finais e perspectivas 
 
Nossos dados contribuem para uma melhor compreensão da biologia das 
lipoproteínas na doença falciforme, em doenças hemolíticas em geral e apoiam investigações 
adicionais sobre um possível papel protetor contra aterogênese da hipocolesterolemia em 
pacientes com hemólise. Além disso, a associação da HDL com a hemopexina pode 
representar uma defesa importante contra a disfunção endotelial induzida por heme em 
doenças hemolíticas. Para estudos futuros, devem ser consideradas as limitações observadas 
quanto ao uso de modelos murinos para o estudo da interação entre hemólise e metabolismo 
de lipídios.  
Estudos adicionais devem ser realizados para um melhor entendimento da 
fisiopatologia envolvida na diminuição do colesterol em pacientes com distúrbios hemolíticos 
crônicos, pois este conhecimento é importante para compreender os efeitos cardiovasculares 
desta alteração nesses pacientes, e pode identificar novas vias metabólicas de relevância 
para a fisiopatologia e desenvolvimento de novos tratamentos para dislipidemias.  
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Anexo 2- Parecer comitê de ética em camundongos Knockout para receptor de LDL 
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